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1.	INTRODUZIONE	
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Figura	1	:	P.	A.	Mattioli,	Discorsi	su	Dioscoride,	ramo	di	olivo,	1563		(presa	dal	libro	“	Olivo	e	Olio	in	maremma.	
Tradizione,	storia	,	cultura.	Un	viaggio	nel	distretto	rurale	“	)		
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1.1	OLEA	EUROPAEA	E	OLIO	D'OLIVA	
L'olivo	è	originario	dell'area	caucasica	e,	in	queste	zone,	la	sua	coltivazione	ebbe	inizio	circa	
6000	 7000	 anni	 fa.	 Inizialmente	 si	 diffuse	 sulle	 coste	 della	 Siria	 e	 della	 Palestina	 e,	
successivamente	 ,	 tra	 il	 IX	e	VIII	 secolo	a.C.,	 in	Grecia	 ,	dove	divenne	uno	dei	 simboli	della	
civiltà	 ellenica	 e	 mediterranea.		
Nel	 periodo	 dell'Impero	 Romano	 la	 coltivazione	 dell'olio	 si	 estese	 enormente	 in	 tutto	 il	
bacino	 del	 Mediterraneo,	 trovando	 in	 esso	 l'ambiente	 ideale	 per	 la	 sua	 crescita)	 .		
Alla	caduta	dell'impero	anche	l'ovicoltura	ebbe	un	tracollo	che	si	accentuò	nel	Medioevo,	per	
poi	 avere	 una	 lenta	 ma	 costante	 ripresa	 nel	 Rinascimento	 durante	 il	 quale	 ebbe	 un’	
espansione	 nel	 resto	 del	 mondo	 in	 seguito	 alle	 scoperte	 di	 nuove	 terre	 da	 parte	 dei	
conquistatori	 europei	 .		
L'olivo	oggi	si	trova	non	solo	nelle	zone	mediterranee	,	ma	oliveti	sono	presenti	anche	in	Sud	
Africa,	 in	 Cina,	 in	 Vietnam	 e	 in	 tutta	 l’America.		
L'italia	è	il	maggior	produttore	insieme	alla	Spagna.	1	
L'olivo	appartiene	alla	famiglia	delle	Oleaceae,	alla	sottofamiglia	delle	Oliveae,	al	genere	Olea	
e	alla	specie	Olea	Europaea.	
Le	 foglie	 sono	 relativamente	 piccole,	 ovali	 e	 lanceolate,	 con	margini	 interi	 di	 colore	 verde	
scuro	nella	parte	superiore	,	verde	argento	nella	parte	inferiore.	
Il	 frutto	 è	 una	 drupa	 piccola,	 ovoidale,	 di	 colore	 nero	 violaceo	 a	maturazione,	 contenente	
notevoli	 quantità	 di	 olio.		
E'	 costituito	da	epicarpo	 (buccia)	 ,mesocarpo	 (polpa)	 e	 endocarpo	 (seme).	Nelle	 cui	 cellule	
del	mesocarpo,	a	partire	da	agosto,	si	accumula	l'olio. 
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Figura	2:	componenti	costitutivi	della	drupa		
	
	
I	componenti	presenti	in	maggiore	quantità	sono	l'acqua	(circa	il	40-70%)	e	le	sostanze	grasse	
(	6-25%)	.	L'olio	è	presente	nella	polpa	(16,5-23,5%).	Di	grande	importanza	sono	le	sostanze	
fenoliche	(0,5-2,5%).		1	
La	 produzione	 dell'olio	 extravergine	 d'oliva	 inizia	 con	 la	 raccolta	 delle	 olive	 da	 olio.	 Essa	
avviene	 quando	 le	 olive	 cambiano	 colore	 (invaiatura	 delle	 olive	 ),	 poichè	 si	 ha	 la	massima	
quantità	 di	 olio	 con	 un	 ottimo	 rapporto	 tra	 sostanze	 fenoliche,	 clorofilla	 e	 perossidi.	 E'	
sconsigliato	raccogliere	olive	troppo	mature	o	gelate	perchè	sono	in	atto	processi	ossidativi	
che	alterano	la	composizione	dell'olio,	aumentandone	l'acidità	e	diminuendo	il	contenuto	in	
polifenoli.	Allo	stesso	modo	però,	non	è	bene	raccogliere	nemmeno	olive	troppo	verdi	perchè	
l'abbondanza	di	clorofilla	aumenta	l'ossidazione	dell'olio	stesso.	
Il	periodo	di	raccolta	dipende	dalle	diverse	tipologie	e	va	da	metà	ottobre	a	fine	dicembre	e,	
per	alcuni	tipi	di	olive,	anche	inizio	gennaio.	
Nonostante	 sia	 possibile	 conservare	 le	 olive	 per	 breve	 tempo	 in	 un	 ambiente	 freddo	 e	
asciutto,	dopo	la	raccolta	l'ideale	è	portare	subito	le	olive	al	frantoio,	evitando	l'accumulo	in	
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sacchi	 che	 possono	 causare	 danni	 qualitativi	 dovuti	 a	 muffe	 e	 riscaldamento	 .		
La	 temperatura	 di	 conservazione	 si	 aggira	 intorno	 ai	 12	 °C	 ,	 mentre	 quella	 di	 lavorazione	
raggiunge	 temperature	 superiori	 ,	 22-25	 °C	 ,	 che	 consentono	 una	 migliore	 estrazione	
dell'olio.	
In	 seguito	 alla	 pulizia	 delle	 olive,	 avviene	 la	 frantumazione	 e	 la	 gramolazione	 che	 consiste	
nella	 movimentazione	 delle	 olive	 frante	 in	 vasche	 d'acciaio)	 .	 Per	 l'estrazione	 dell'olio	
vengono	 utilizzati	 macchinari	 costituiti:	 una	 tramoggia	 di	 carico,	 un	 frangitore	 (di	 solito	 a	
martelli),	l’impastatrice	e	un	decantatore.	
 
Figura	3:	Processo	di	produzione	dell’olio	extravergine	d’oliva	
	Nel	frangitore	si	forma	la	pasta	di	olive	sulla	quale	poi	agisce	una	pressa	che	estrae	“il	mosto	
oleoso”	 (costituito	da	olio	e	 acqua	di	 vegetazione)	 ,	 che	 viene	 raccolto	 in	un	 vassoio	e	poi	
trasferito	 in	 un	 decantatore	 ,	 in	 cui	 l'olio	 viene	 separato	 dall'acqua	 e	 quindi	 trasferito	 nei	
contenitori	di	stoccaggio.	 I	contenitori	devono	essere	 in	acciaio	o	 in	vetro	scuro	e	riposti	al	
riparo	dalla	luce	ed	inoltre	devono	essere	sempre	pieni	per	ridurre	al	minimo	il	contatto	con	
l'aria	evitando	ossidazioni.	Per	conservare	l'olio	è	importante	mantenerlo	a	una	temperatura	
compresa	tra	i	12-15	°C	per	ritardare	i	processi	di	ossidazione.	1	
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Figura	4:	schema	della	preparazione	di	olii		di	oliva		
L'olio	d'oliva	vergine	è	ottenuto	dal	frutto	dell'olivo	soltanto	mediante	processi	meccanici		o	
fisici,	 in	 particolari	 condizioni,	 soprattutto	 termiche,che	 non	 causano	 alterazioni	 dell'olio.	
Questo	 tipo	 di	 olio	 di	 oliva	 è	 soggetto	 della	 classificazione	 e	 delle	 denominazioni	 che	
seguono.	
• Olio	extravergine	di	oliva	viene	definito	di	gusto	assolutamente	perfetto,	la	cui	acidità	
libera	è	espressa	in	acido	oleico	è	al	massimo	di	1g	per	100g.	
• Olio	 di	 oliva	 vergine,	 composto	 sia	 da	 oli	 d'oliva	 raffinati	 che	 da	 oli	 d'oliva	 vergini.	
Viene	 definito	 di	 gusto	 perfetto,	 la	 cui	 acidità	 libera	 espressa	 in	 acido	 oleico	 è	 al	
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massimo	di	2g	per	100g	
• Olio	di	oliva	vergine	corrente	la	cui	acidità	libera	espressa	in	acido	oleico	è	al	massimo	
di	3,3g	per	100g.		
• Olio	 d'oliva	 vergine	 lampante	 	 è	 di	 gusto	 imperfetto	 ottenuto	 da	 olive	 vecchie	 o	
difettose	la	cui	acidità	libera	espressa	in	acido	oleico	è	al	massimo	di	3,3g	per	100g.	Il	
nome	 deriva	 dal	 fatto	 che	 una	 volta	 era	 utilizzato	 per	 l'illuminazione	 e	 per	
l'alimentazione	 degli	 schiavi.	 Gli	 oli	 d'oliva	 vergini	 lampanti	 non	 sono	 ammessi	 al	
consumo	ma	vengono	“rettificati”,	subiscono	cioè	dei	processi	chimici	di	raffinazione	
che	eliminano	i	cattivi	odori	e	colori	e	diminuiscono	l'acidità.	Sono	quindi	trasformati	
in	oli	di	oliva	“raffinati”	,	inodori	,	insapori.	
Olio	di	oliva	raffinato	è	ottenuto	dalla	raffinazione	di	oli	di	oliva	vergini,	“miscelando	olio	di	
oliva	raffinato	e	oli	d'oliva	vergini	diversi	dal	lampante”,	la	cui	acidità	libera,	espressa	in	acido	
oleico,	non	può	eccedere	0,5g	per	100g.	 La	 legge	non	 stabilisce	un	quantitativo	minimo	di	
olio	 vergine	 che	 deve	 rientrare	 nella	 miscela	 ed	 esso,	 di	 conseguenza,	 può	 quindi	 essere	
minimo.	
Olio	d'oliva	 è	 ottenuto	da	un	 taglio	di	 olio	di	 oliva	 raffinato	e	di	 oli	 di	 oliva	 vergini	 diversi	
dall'olio	 lampante,	 la	 cui	 acidità	 libera	 espressa	 in	 acido	oleico	non	può	eccedere	1,5g	per	
100g.	
Olio	di	sansa	di	oliva	greggio	è	un	olio	ottenuto	mediante	trattamento	al	solvente	di	sansa	di	
oliva,	esclusi	gli	oli	ottenuti	con	processi	di	riesterificazione,	e	qualsiasi	miscela	con	oli	di	altra	
natura.		
Olio	di	sansa	di	oliva	raffinato	è	ottenuto	dalla	raffinazione	di	olio	di	sansa	di	oliva	greggio	.	
Olio	di	sansa	di	oliva	è	ottenuto	da	un	taglio	di	olio	di	sansa	di	oliva	raffinato	e	di	oli	di	oliva	
vergini	diversi	dall'olio	 lampante.	Contiene	esclusivamente	oli	derivati	dalla	 lavorazione	dei	
residui	dell'estrazione	dell'olio	d'oliva.2			
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1.2			COMPOSIZIONE	CHIMICA	DELL'OLIO	D'OLIVA	
L'Olio	vergine	d'oliva	è	costituito	per	il	98-99	%	da	una	frazione	saponificabile	(trigliceridi)	e	
per	l’	1-2%	da	una	frazione	insaponificabile	.	
FRAZIONE	SAPONIFICABILE:	
																					  
 
Nell’olio,	 i	Trigliceridi	rappresentano	il	95-97%	della	frazione	lipidica,	mentre	i	Diacilgliceroli	
(DG)	circa	il	1-3,5%.		Questi	ultimi	in	un	olio	extravergine	a	bassa	acidità	sono	presenti	nella	
forma	 isomerica	 1,2-DG,	 mentre	 gli	 1,3-DG	 sono	 presenti	 in	 tracce	 .3	
Per	gli	acidi	grassi	saturi	 ,	a	 lunga	catena	 ,	 la	variabilità	è	compresa	tra	5,7%	e	18,6%	per	 il	
Palmitico	 e	 tra	 0,5%	 e	 4,0%	 per	 lo	 Stearico.		
Nella	 frazione	 monoinsatura	 è	 compreso	 l'acido	 oleico	 ,	 costituente	 principale	 dell'olio	
d'oliva,	 in	 una	 percentuale	 che	 varia	 dal	 55.4%	 all'83,0%.	
Tra	gli	acidi	grassi	polinsaturi,	è	prevalente	la	presenza	del	linoleico	con	variazioni	tra	il	3,5%	
e	il	20%. 
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FRAZIONE	INSAPONIFICABILE: 
Nell'olio	 d'oliva	 la	 frazione	 insaponificabile	 riunisce	 oltre	 230	 composti	 fitochimici:	
Idrocarburi,	Steroli,	Fenoli	e	Polifenoli,	Tocoferoli,	Clorofille,	Carotenoidi.4 
 
Questi	 costituenti	 vengono	 divisi	 in	 due	 categorie	 in	 base	 al	 loro	 comportamento	 nella	
reazione	 di	 saponificazione:	 "componenti	minori	 saponificabili"	 e	 "componenti	minori	 non	
saponificabili	“.	Tra	i	componenti	minori	saponificabili,	in	quanto	spesso	legati	ad	acidi	grassi,	
troviamo	i	tocoferoli.	
Tra	 i	 composti	 minori	 non	 saponificabili	 troviamo	 gli	 idrocarburi	 olefinici	 (squalene)	 ed	 i	
paraffinici.	 Sono	presenti	 anche	 alcuni	 pigmenti,	 come	 i	 caroteni	 (principalmente	 luteina	 e		
β-carotene)	e	le	clorofille	. 
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Figura	5:	Strutture	chimiche	di		alcuni	componenti	della	frazione	insaponificabile	
	
Tra	 i	componenti	minori	non	saponificabili,	 troviamo	 le	sostanze	 fenoliche.	Tra	queste,	una	
molecola	 sempre	presente	nella	drupa	è	 l'oleuropeina	 (allo	 stato	di	 glucoside)	 che	 causa	 il	
sapore	 amaro	 delle	 olive.	 Anche	 nell’olio	 i	 derivati	 dell’oleuropeina	 sono	 tra	 i	 principali	
responsabili	delle	sue	peculiari	caratteristiche	gustative	(amaro	e	piccante).	3	
Idrocarburi:	il	più	rappresentativo	è	lo	Squalene,	molecola	che	svolge	il	ruolo	di	precursore	di	
quasi	 tutti	 gli	 altri	 composti	 che	 sono	 identificati	 nella	 frazione	 insaponificabile	 dell'olio	
compresi	gli	steroli.	 
 
Steroli:	 tra	 questi	 il	 prevalente	 è	 il	 B-sitosterolo.	 Nell'olio	 d'oliva	 svolgono	 ruolo	 di	
antiossidanti	naturali	e	inibitori	del	processo	di	irrancidimento.		
Tocoferoli:	questi	composti	 sono	 importanti	perchè	 inibiscono	 il	processo	di	 irrancidimento	
dell'olio	e,	insieme	ai	fenoli	e	polifenoli,	evitano	la	formazione	dei	radicali	liberi	garantendo	la	
stabilità	del	prodotto.	Variano	in	relazione	alla	cultivar	e	allo	stato	di	maturazione	delle	olive	
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al	momento	della	raccolta.		
Clorofille:	Nell'olio	i	contenuti	di	clorofille	possono	oscillare	fino	a	10	ppm.	In	presenza	di	luce	
agiscono	sull'olio	come	proossidanti	mentre,	al	buio,	proteggono	il	prodotto	da	fenomeni	di	
ossidazione.	
Carotenoidi:	 Particolare	 importanza	 viene	 data	 al	 Beta	 carotene	 che,	 come	 precursore	 di	
vitamina	A	,	ha	un	importante	valore	nutrizionale.	4	
Fenoli	e	Polifenoli:	comprendono	alcoli	fenolici	come	tirosolo	e	 idrossitirosolo,	acidi	fenolici	
come	 acido	 vanillico	 e	 caffeico	 ,	 polifenoli	 come	 lignani	 e	 flavonoidi	 e	 secoiridoidi	 quali	
oleuropeina	 aglicone,	 oleaceina,	 oleocantale	 e	 ligstroside	 aglicone.	 Tuttavia	 l'oleuropeina	
non	è	presente	nell'olio	di	oliva.		Il	composto	fenolico	predominante	nell'olio	extravergine	di	
oliva	 è	 l'oleaceina,	 ottenuta	 dall'idrolisi	 dell'oleuropeina	 catalizzata	 dalla	 β-glucosidasi	
endogena	che	catalizza	l’idrolisi	di	oleuropeina,	dimetiloleuropeina	e	ligstroside	attraverso	il	
meccanismo	 riportato	 in	 Figura	 6.	 L’idrolisi	 di	 queste	 sostanze	 avviene	 durante	 la	
frantumazione	del	frutto	dell'oliva5.	
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Figura	6:	(I)	R	=	H:	ligstroside,	R	=	OH:	oleuropeina;	(II)	R	=	H:	ligstroside	aglicone;	(III)	R	=	OH:	3,4	DHPEA-EA;			
(IV)	R	=	H:	forma	dialdeidica	del	ligstroside	aglicone;	R	=	OH:	forma	dialdeidica	dell’oleuropeina	aglicone;	(V)	R	=	
H:oleocantale;	R	=	OH:	oleaceina.	(Lo	Scalzoet	al.,	1993;	Uccella	et	al.,	1999)	
I	derivati	secoiridoidi,	a	differenza	degli	acidi	fenolici	e	degli	alcoli	fenolici	e	flavonoidi	che	si	
trovano	anche	in	alri	frutti,	sono	presenti	esclusivamente	in	piante	appartenenti	alla	famiglia	
delle	 Olearaceae.6	
I	composti	appartenenti	alla	frazione	fenolica	e	polifenolica	dell'olio	d'oliva	svolgono	efficaci	
azioni	 di	 difesa	 dell'olio	 dall'invecchiamento	 ,	 conferiscono	 specifiche	proprietà	 chimiche	 e	
nutrizionali	ed	attribuiscono	sapori	e	profumi	al	prodotto.	
 15 
			 	
Figura	7:	strutture	chimiche	dei	componenti	fenolici	e	polifenolici	
La	 distribuzione	 degli	 acidi	 grassi,	 la	 composizione	 dei	 costituenti	 della	 frazione	
insaponificabile	 e	 il	 contenuto	 di	 polifenoli	 sono	 legati	 alla	 cultivar,	 all'ambiente	 di	
coltivazione	 e	 alle	 condizioni	 climatiche.	 È	 noto,	 infatti,	 che	 l'ambiente	 (terreno,	 piovosità,	
temperatura,	umidità)	sia	molto	importante	ai	fini	della	qualità	finale,	così	come	i	sistemi	di	
coltivazione	(potatura,	concimazione,	trattamenti	fitosanitari,	irrigazione).3	
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1.3			ASPETTI	NUTRACEUTICI	
L'importanza	 dell'olio	 d'oliva	 per	 la	 sua	 azione	 nei	 confronti	 della	 salute	 e	 dello	 stato	 di	
benessere	 generale	 è	 nota	 da	 sempre7	 per	 cui	 fu	 tradizionalmente	 considerata	 come	 una	
sostanza	 a	metà	 strada	 tra	 l’alimento	ed	 il	medicinale.	 L'olio	d’oliva	 era	 indispensabile	per	
l’igiene	 del	 corpo,	 per	 la	 cosmesi,	 per	 ripulire	 e	 favorire	 la	 guarigione	 delle	 ferite,	 per	 i	
massaggi	muscolari	ed	articolari	nei	guerrieri	e	nei	 lottatori	 con	 lo	 scopo	di	 recuperarne	 la	
funzione	e	ridurre	i	dolori	dei	vari	traumi.	Successivamente	è	stato	impiegato	per	la	cura	di	
malesseri	di	stomaco,	di	fegato	e	di	intestino,	della	cute	ustionata	e	per	preservare	la	cute	dai	
raggi	solari.			
Ippocrate	(460-377	a.C.)	consigliava	il	succo	di	olive	fresche	per	curare	le	malattie	mentali	ed	
impacchi	di	olive	macerate	per	guarire	le	ulcere.		
All'olio	 venivano	 riconosciute	 proprietà	 nella	 cura	 delle	 cardiopatie,	 della	 febbre	 e	 come	
ipotensivo,	 antidiabetico,emolliente	 e	 diuretico.Quando	 l'olio	 invecchiava	 veniva	 utilizzato	
per	scaldare	il	corpo	e	provocarne	il	sudore	ed	anche	per	dissipare	la	letargia	e	le	convulsioni	
da	tetano.	
Nel	medioevo	e	durante	tutto	il	Rinascimento	l’olio	di	oliva	è	stato	inoltre	usato	per	curare	le	
infezioni	 ginecologiche	 e	 nelle	 abbazie	 il	 “monacus	 infirmorum”,	 medico	 e	 speziale,	
preparava	anche	una	mistura	a	base	di	olio,	vino	e	bianco	d'uovo,	il	cosiddetto	balsamo	del	
Samaritano,	che	fino	a	non	molto	tempo	fa,	in	alcune	zone,	costituiva	un	rimedio	di	una	certa	
validità	 contro	 le	 scottature	 e	 i	 gonfiori.	 Molte	 di	 queste	 indicazioni	 sono	 state	 quindi	
codificate	nel	IX-XII	secolo	negli	scritti	della	Scuola	Medica	Salernitana,	prima	scuola	medica	
dell’occidente	 e	 autrice	 del	 primo	 testo	 di	 clinica	medica	 italiana.	 Fino	 a	 tutto	 l’ottocento	
l’olio	d’oliva	è	 stato	usato	anche	per	curare	 l’otite	e	come	blando	purgante	e,	 fino	a	pochi	
anni	 fa,	prima	della	disponibilità	della	vitamina	D,	gli	anziani	agricoltori	 lo	 impiegavano	per	
massaggiare	 i	bambini	 rachitici,	per	cospargere	 le	gengive	colpite	da	piorrea,	per	 le	nevriti,	
per	 le	 distorsioni,	 per	 estrarre	 le	 spine	 da	 sotto	 la	 pelle,	 per	 curare	 il	 mal	 di	 pancia,	 per	
ammorbidire	i	duroni	dei	piedi	e,	con	erbe	revulsive,	per	la	caduta	dei	capelli.3	
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Risalgono	 in	 particolare	 agli	 anni	 Cinquanta	 alcuni	 importanti	 studi	 condotti	 tra	 gli	 altri	 da	
Ancel	 Keys,	 che	 dimostrò	 con	 uno	 studio	 comparativo	 (Seven	 Countries	 Study)	 come	nelle	
popolazioni	 del	 bacino	 del	 Mediterraneo,	 che	 si	 cibavano	 in	 prevalenza	 di	 pasta,	 pesce,	
prodotti	 ortofrutticoli	 e	 utilizzavano	 esclusivamente	 olio	 d’oliva	 come	 condimento,	 la	
percentuale	 di	mortalità	 per	 eventi	 cardiovascolari	 era	molto	più	 bassa	 che	nei	 soggetti	 di	
paesi	 dove	 il	 regime	 alimentare	 quotidiano	 includeva	 molti	 grassi	 saturi	 come	 burro	 e	
strutto.7	
In	seguito	nel	1991	 il	professor	Walter	Willet,	 individuò	un	modello	di	alimentazione	 ideale	
da	prendere	in	considerazione	nell'ambito	di	una	medicina	di	tipo	preventivo7.	Così,	facendo	
riferimento	alla	dieta	mediterranea,	elaborò	la	nota	“piramide	della	dieta	mediterranea”.	
Gli	alimenti	di	base	di	questa	dieta	comprendono	cibi	sani	e	particolarmente	salubri	,	ricchi	in	
acidi	grassi	monoinsaturi	e	in	antiossidanti	naturali.	A	dominare	le	tavole	dovrebbero	essere	
pietanze	a	base	di	cereali	 ,	 legumi,	frutta	e	verdura,	con	l'olio	d'oliva	 ,	quale	fonte	di	grassi	
principale	ed	esclusiva.7	
L’olio	d’oliva,	grazie	al	suo	contenuto	ricco	di	acidi	grassi	monoinsaturi,	in	particolare	di	acido	
oleico,	protegge	la	mucosa	gastrica,	diminuendo	la	secrezione	di	acido	cloridrico,	inibisce	la	
secrezione	 della	 bile,	 migliora	 lo	 svuotamento	 biliare	 della	 cistifellea,	 prevenendo	 la	
formazione	di	calcoli,	inoltre	sembrerebbe	in	grado	di	ridurre	l’attività	secretiva	del	pancreas,	
facilitare	 l’assorbimento	 delle	 vitamine	 liposolubili	 e	 del	 calcio	 ed	 esercitare	 un'azione	
lassativa.	Per	 l’azione	associata	con	 i	suoi	cosiddetti	“costituenti	minori”,	riduce	 il	 rischio	di	
alcune	malattie	autoimmuni	e	dei	tumori	del	seno	e	del	colon-retto.	
L’olio	 d’oliva	 interferisce	 positivamente	 sui	 processi	 di	 biosintesi	 e	 sul	 metabolismo	 del	
colesterolo,	 mantenendo	 bassi	 o	 riducendo	 sia	 i	 livelli	 di	 colesterolo	 totale	 (riduzione	 del	
10%),	sia	di	colesterolo	 legato	alle	 liporoteine	a	bassa	densità	colesterolo	LDL	(Low	Density	
Lipoprotein),	"il	colesterolo	cattivo"	(riduzione	del	14%),	sia	dei	trigliceridi	VLDL	(riduzione	del	
13%).	
Non	diminuisce	invece	i	livelli	del	colesterolo	legato	alle	liporoteine	ad	alta	densità	ovvero	del	
colesterolo	 HDL	 (High	 Density	 Lipoprotein),	 il	 cosiddetto	 “colesterolo	 buono”,	 che	 evita	
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l'accumulo	dei	grassi	nelle	pareti	delle	arterie.	
	
Gli	acidi	grassi	polinsaturi	dell'olio	d'oliva	quali	l’acido	linoleico	e	linolenico,detti	anche	acidi	
grassi	essenziali,	sono	contenuti	in	proporzioni	ottimali	per	i	bisogni	dell'organismo.	
Essendo	 i	precursori	biosintetici	di	altri	acidi	grassi	a	 lunga	catena	e	maggiormente	 insaturi	
sono	responsabili	della	produzione	di	molte	prostaglandine	e	citochine,	inibenti	o	stimolanti	
la	risposta	immunitaria.	
	
Per	quanto	riguarda	i	costituenti	minori	dell’olio	d’oliva	,	sono	elementi	di	grande	importanza	
dal	 punto	 di	 vista	 nutraceutico.	 Fra	 i	 composti	 idrocarburici	 il	 principale	 componente	 è	 lo	
squalene,	idrocarburo	triterpenico	che	svolge	un’azione	protettiva	sull’ossidazione	legata	alla	
luce	 e	 quindi	 sull’invecchiamento.	 Nell’intestino	 dà	 luogo	 alla	 formazione	 del	 sitosterolo	
praticamente	 puro	 che	 è	 una	 sostanza	 capace	 di	 inibire	 l'assorbimento	 intestinale	 del	
colesterolo.	
	
Altri	 costituenti	 minori	 sono	 i	 precursori	 della	 vitamina	 E,	 i	 tocoferoli	 e	 i	 tocotrienoli	
fondamentali	in	quanto		svolgono	un’azione	antiossidante	
Anche	 i	 precursori	 della	 vitamina	 A,	 i	 carotenoidi,	 presentano	 proprietà	 antiossidanti,	 ed	
infatti	prevengono	la	formazione	di	 idroperossidi,	 impediscono	la	secchezza	delle	mucose	e	
rallentando	l’invecchiamento	della	cute	e	delle	mucose.	
Di	 estrema	 importanza,	 sono	 i	 fenoli,	 quali	 il	 tirosolo,	 i	 polifenoli,	 quali	 l’idrossitirosolo,	
l’oleuropeina	 e	 i	 suoi	 derivati	 di	 idrolisi	 che	 conferiscono	 un	 sapore	 lievemente	 amaro	 e	
piccante.	Questi	 composti	 svolgono	azione	 antiossidante,	 in	 particolare	 sulle	 LDL,	ma	 sono	
anche	vasoprotettori,	antinfiammatori,	anticoagulanti,	antitumorali,	antiallergici3	
I	secoiridoidi	fanno	parte	dei	composti	polifenolici	e	,	tra	questi,	particolare	importanza	viene	
data	 all'oleocantale	 e	 all’oleaceina.	 L’oleocantale	 viene	 identificato	 come	 il	 costituente	
dell’EVOO	 (olio	 extravergine	 di	 oliva)	 responsabile	 della	 piccantezza.	 Gli	 sono	 attribuite	
importanti	proprietà	biologiche,	compresa	l'attività	anti-infiammatoria,	un	effetto	protettivo	
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contro	il	morbo	di	Alzheimer	e	una	attività	inibitoria	contro	gli	enzimi	cicloossigenasi	(COX)	-1	
/	COX-2.	
Nonostante	 l'abbondanza	 di	 oleaceina	 e	 le	 differenze	 strutturali	minime	 con	 l’oleocantale,	
solo	 negli	 ultimi	 anni	 è	 stata	 dedicata	 ampia	 attenzione	 all’attività	 biologica	 di	 questo	
composto,	in	particolare	sono	stati	condotti	studi	sulla	sua	attività	inibitoria	verso	l'enzima	di	
conversione	dell'angiotensina	(ACE)	,	sulle	sue	proprietà	antiossidanti	ed	antinfiammatorie	e	
sul	suo	ruolo	nella	prevenzione	delle	malattie	cardiovascolari.8	
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1.4	OLEACEINA,	SCOPERTA	ED	ATTIVITA'	ACE	INIBITORIA	
	
L'oleaceina	è	stata	 identificata	per	 la	prima	volta	nel	1996	da	K.	Hansen	et	al.in	seguito	ad	
uno	studio	eseguito	 su	estratti	delle	 foglie	di	olivo	di	O.	europaea	e	di	O.	 lancea	 sulle	 loro	
proprietà	ipotensive,	quindi	dei	principi	attivi	in	esse	contenuti.	
L'azione	ipotensiva	di	foglie	di	olivo	(Olea	europaea	L.)	è	nota	da	tempo.	
L'estratto	 delle	 foglie	 di	 Olea	 Lancea	 è	 usato	 in	 erboristeria	 come	 rimedio	 (spesso	 in	
combinazione	 con	 altre	 specie	 vegetali)	 la	 costipazione,	 il	 diabete,	 l’infiammazione	
mesenterica,	 eruzioni	 cutanee,ma	 anche	 come	 contro	 la	 febbre,	 per	 alleviare	 i	 sintomi	 di	
asma	nei	bambini,	per	migliorare	la	memoria,	e	per	trattare	l'ipertensione.	
Negli	 studi	precedenti	a	quello	condotto	da	Hansen	e	colleghi,	 il	principio	attivo	contenuto	
nelle	foglie	di	olivo	e	responsabile	dell’azione	ipotensiva,	dilatatrice	coronarica	e	antiaritmica,	
era	 risultata	 essere	 l'	 oleuropeina	 aglicone.	 Hansen	 e	 colleghi,	 successivamente,	 hanno	
dimostrato	 che	 l'oleuropeina	 non	 era	 l'unica	 componente	 presente	 nelle	 foglie	 di	 olivo	 ad	
avere	 proprietà	 ipotensive,	ma	 che	 fosse	 presente	 anche	 una	 componente	 ACE-inibitoria.9	
Come	 è	 noto,	 nel	 trattamento	 dell'ipertensione	 e	 dell'insufficienza	 cardiaca,	 è	 considerata	
una	 strategia	molto	 efficace	 l'inibizione	 dell'enzima	 di	 conversione	 dell'angiotensina	 (ACE).		
Le	 principali	 azioni	 farmacologiche	 degli	 ACE-inibitori	 sono	 vasodilatazione,	 aumento	
dell’escrezione	di	sodio,		diuresi	e	abbassamento	della	pressione	arteriosa10	.	
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Figura	8:	Schema	del	sistema	renina-angiotensina-aldosterone	
Hansen	e	colleghi	hanno	isolato	l'oleaceina	sia	dall'O.	Europaea	sia	dall'	O.	Lancea	e	gli	spettri	
NMR	dell’	oleaceina	 isolata	risultarono	essere	 identici	a	quelli	 riportati	da	Scalzo	e	Scarpati	
(1993)11	e	Montedoro	et	al.	 (1993)12,	che	avevano	già	 isolato	 il	composto	dal	succo	di	olive	
nere	mature,	senza	tuttavia	attribuirgli	un	nome.	
L'attività	ACE-inibitoria	dell'oleaceina	è	stata	testata	in	vitro	alla	concentrazione	di	0,33	g/L,	
mostrando	un	valore	di	IC5O	pari	a	26	µM	±	1.8	µM.	Inoltre,	era	stato	osservato,	che	quando	il	
complesso	oleaceina-ACE	veniva	dializzato	per	72	ore,	non	vi	era	alcuna	riduzione	dell'attività	
ACE-inibitrice.	Ciò	fece	dedurre	che	l'oleaceina	inibiva	l'ACE	in	maniera	irreversibile	e	il	tutto	
era	anche	confermato	dal	fatto	che	nell'ambito	di	un	trattamento	con	l'estratto	delle	foglie	di	
olivo	 in	 ratti,	 cani	 e	 gatti,	 l'abbassamento	 della	 pressione	 arteriosa	 era	 di	 lunga	 durata.	 In	
seguito	ai	risultati	ottenuti,	Hansen	e	colleghi	hanno	attribuito	a	questo	secoiridoide	il	nome	
“oleaceina”,	derivato	da	“Olea,	olio”	e	“ACE-inibitore”.9	
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1.5			L’	OLEACEINA	NELLA	PREVENZIONE	DELLE	MALATTIE	CARDIOVASCOLARI 
 
In	 uno	 studio	 svolto	 da	 Monika	 E.	 Czerwinska	 et	 al.	 ,	 è	 stato	 osservato	 come	 l’oleaceina	
svolga	 un	 ruolo	 nella	 prevenzione	 delle	 malattie	 cardiovascolari	 inibendo	 alcune	 delle	
funzioni	 dei	 neutrofili	 che	 sono	 coinvolti	 nella	 fisiopatologia	 vascolare,	 endoteliale	 e	 nel	
danno	miocardico.13	
	
I	 Neutrofili,	 noti	 anche	 come	 leucociti	 polimorfo	 nucleati	 (PMN),	 sono	 molto	 importanti	
soprattutto	 nelle	 fasi	 iniziali	 dell'infiammazione	 acuta.	 Quando	 circolano,	 i	 neutrofili	 sono	
quiescenti	 ,	 si	 attivano	 su	 richiamo	 di	 una	 serie	 di	 fattori	 quali	 citochine,	 chemiochine,	
istamina	e	altri	mediatori	e	dall'endotelio	vasale	infiammatorio.14	
I	 neutrofili	 sono	 anche	 la	 fonte	 di	endopeptidasi	 neutra	 (NEP)	un	 enzima	metalloproteasi	
zinco-dipendente	 che	 degrada	 una	 serie	 di	 piccoli	 peptidi,	 compresi	 il	 peptide	 natriuretico	
atriale	(ANP)	e	cerebrale	(BNP),	chiamato	così	perché	rilevato	per	la	prima	volta	nel	cervello	
di	un	maiale.13	
I	peptidi	natriuretici	atriali	sono	ormoni	prodotti	principalmente	dal	miocardio	ventricolare	
in	 risposta	 alla	 tensione	 di	 parete.	 Sono	 coinvolti	 nei	 meccanismi	 di	 regolazione	
dell’omeostasi	corporea	e	del	rimodellamento	cardiovascolare.15		
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Tabella	1:	principali	caratteristiche	dei	peptidi	natriuretici	atriali	
E’	stato	osservato	che	in	pazienti	con	infarto	miocardico	acuto	l’attività	enzimatica	del	NEP	e	
dei	 peptidi	 natriuretici	 è	 marcatamente	 aumentata.	 Partendo	 da	 questo	 presupposto,	
Monika	E.	Czerwinska	e	 colleghi	hanno	voluto	 studiare	 l'effetto	dell'oleaceina	 sul	NEP	e	 su	
altre	funzioni	di	neutrofili	coinvolti	nell’infarto	acuto	del	miocardio.13	
Lo	studio	ha	dimostrato,	tramite	sperimentazione	su	neutrofili	umani	in	vitro,	che	l’oleaceina	
inibisce	in	modo	dose	dipendente	l’attività	del	NEP		(IC50	=	35,0	±	2,0	µM.	E’	stato	utilizzato	
Fosforamidone,	un	inibitore	sintetico	della	NEP	come	composto	di	riferimento	.	
Inibendo	l’attività	del	NEP,	vengono	protetti	i	peptidi	natriuretici	dalla	degradazione.	
Questo	 studio	 costituisce	 un’ulteriore	 prova	 dell’effetto	 protettivo	 verso	 le	 malattie	
cardiovascolari	 della	 frazione	 fenolica	 dell’olio	 extravergine	 d’oliva,	 di	 cui	 l’oleaceina	
costituisce	uno	dei	componenti	più	abbondanti.13	
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1.6			OLEACEINA	COME	ANTIOSSIDANTE	
In	uno	studio	successivo	Monika	E.	Czerwinska	e	colleghi,		hanno	focalizzato	l’attenzione	sulla	
valutazione	 dell'attività	 antiossidante	 dell'	 oleaceina	 sia	 sulle	 specie	 reattive	 dell'ossigeno	
(ROS)	che	dell'azoto	(RNS)	.5	
	
I	 radicali	 liberi	 sono	 specie	 chimiche	 costituite	 da	 un	 atomo	 o	 da	 una	 molecola	 che	
presentano	almeno	un	elettrone	spaiato	nell’orbitale	più	esterno.	Tale	elettrone	rende	il		
radicale	 libero	estremamente	 instabile	e	 reattivo	ed	 in	grado	di	 legarsi	ad	altri	 radicali	o	di	
sottrarre	 un	 elettrone	 ad	 altre	 molecole	 vicine	 per	 «pareggiare»	 la	 propria	 carica	
elettromagnetica.	16	
A	seconda	che	si	formino	dall'ossigeno	o	dall'azoto	sono	detti	ROS	(	Reactive	Oxygen	Species)	
o	 	RNS	 (Reactive	Nitrogen	Species).	 I	ROS	sono	 l’	anione	superossido,	 il	 radicale	 idrossile,	 il	
radicale	perossile	e	 il	perossido	di	 idrogeno	mentre	gli	 	RNS	sono	 rappresentati	da	 l'ossido	
nitrico	e	perossinitrito.	
Un	 innalzamento	 dei	 livelli	 dei	 ROS	 si	 può	 verificare	 come	 conseguenza	 di	 alcuni	 processi	
endogeni	 quali	 le	 ossido-riduzione	 metaboliche,	 l'ossidazione	 dei	 grassi	 e	 le	 reazioni	
immunologiche.	Tuttavia,	 anche	agenti	 esogeni	possono	determinane	un	 incremento,	quali	
radiazioni,	raggi	UV,	farmaci	,	eccesso	di	ossigeno,	xenobiotici	e	il	fumo	di	sigaretta.	
Gran	 parte	 dei	 processi	 biologici	 generano	 normalmente	 radicali	 liberi	 che	 possono	 avere	
effetti	 benefici,	 ma	 quando	 la	 formazione	 dei	 radicali	 liberi	 diventa	 eccessiva,	 possono	
attaccare	componenti	fondamentali	delle	cellule,	portando	al	danno	cellulare.		
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Molecole	Bersaglio		 Tipo	di	danno 
Lipidi		 Perossidazione	 lipidica	 con	 formazione	 di	
radicali	lipidici	intermedi	e	composti	tossici.		
Danno	alle	membrane	cellulari 
Lipoproteine		 Ossidazione	 della	 componente	 lipidica	
(colesterolo	e	acidi	grassi	insaturi	)	
Ossidazione	della	componente	apoproteica 
Proteine		 Ossidazione	 dei	 gruppi	 –SH	 liberi,	 in	
particolare	negli	enzimi		
Distruzione	dei	coenzimi		
Formazione	 di	 legami	 covalenti	 con	 altre	
molecole 
Aminoacidi	 Degradazione	 degli	 aa	 più	 facilmente	
ossidabili	(istidina,	triptofano,	lisina,	ecc..)	 
Carboidrati	 Ossidazione	diretta	e	polimerizzazione.		
Facilitazione	della	reazione	di	Maillard. 
Acidi	Nucleici	 Idrossilazione	 nelle	 basi	 con	 possibile	
mutagenesi	 
Tabella	2:	molecole	bersaglio	e	tipo	di	danno	causato	dai	radicali	liberi	
	
Per	 raggiungere	 la	 stabilità,	 i	 ROS	 tendono	 a	 sottrarre	 l’elettrone	 mancante	 attaccando	
carboidrati,	 enzimi	 ,	 proteine,	 membrane	 cellulari	 e	 DNA	 danneggiandoli	 e	 spesso	
compromettendone	 la	 funzione.	 Inoltre,	 reagendo	con	altre	molecole,	hanno	 la	 capacità	di	
auto	propagarsi	trasformando	i	loro	bersagli	in	radicali	liberi	e	scatenando	reazioni	a	catena	
che	possono	provocare	estesi	danni	nella	cellula	ed	essere	causa	di	patologie	degenerative	
(arteriosclerosi,	artrosi	e	patologie	infiammatorie	croniche)	e	di	tumori.17	
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I	sistemi	viventi	sono	caratterizzati	dalla	presenza	di	efficienti	sistemi	di	difesa	antiossidanti	
come	 i	 composti	 endogeni	 facenti	 parte	 di	 meccanismi	 enzimatici	 (superossido	 dismutasi,	
catalasi	 e	 glutatione	 perossidasi)	 e	 composti	 introdotti	 con	 gli	 alimenti	 (vitamina	 E,	 C,	
carotenoidi,	tioli,	flavonoidi...	)	. 
	
Figura	9:	Antiossidanti	e	agenti	esogeni	e	endogeni	dei	radicali	liberi	
Se	 l'equilibrio	 fisiologico	 tra	 l'azione	 degli	 antiossidanti	 e	 la	 produzione	 dei	 radicali	 liberi	
viene	sbilanciato	(eccesso	di	radicali	 liberi/sostanze	antiossidanti	 insufficienti)	si	va	incontro	
al	danno	ossidativo.	Tale	situazione	si	verifica	durante	l'infiammazione,	in	cui	viene	prodotta	
una	grande	quantità	di	ROS.	
	
Monika	 E.	 Czerwinska	 e	 i	 suoi	 colleghi,	 per	 valutare	 l'attività	 antiossidante	 dell'oleaceina	
hanno	utilizzato	sistemi	non-cellulari	in	vitro	e	sistemi	di	screening	cellulare	(neutrofili	umani,		
monociti	)	.	Gli	effetti	dell'oleaceina	sono	stati	confrontati	con	l'oleuropeina	,	di	cui	sono	noti	
gli	effetti	antiossidanti.	
Nella	determinazione	dell'effetto	antiossidante	dell'oleaceina,	sono	stati	utilizzati	i	neutrofili	
come	fonte	principale	di	ROS,	in	quanto	la	loro	attivazione	induce	una	rapida	formazione	di	
specie	 reattive	 dell'ossigeno	 ,	 come	O2,	 H2O2,	 HOCl.	 Questo	 processo	 è	 noto	 come	 "burst	
ossidativo"	 e	 provoca	 danno	 tissutale.	 In	 questa	 fase	 dello	 studio,	 l'oleaceina	 ha	mostrato	
una	maggiore	attività	rispetto	l'oleuropeina.	
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E'	 interessante	 sottolineare	 come	 entrambi	 i	 secoiridoidi	 abbiano	 mostrato	 un'attività	
inibitoria	nei	confronti	dei	ROS	maggiore	rispetto	alla	Vitamina	C.		
Inoltre,	 è	 stato	 considerata	 per	 la	 prima	 volta	 l'influenza	 dell'oleaceina	 e	 oleuropeina	 sul	
rilascio	 di	 Mieloperossidasi	 (MPO)	 dai	 neutrofili	 umani.	 L'oleaceina	 (IC50	 =	 8,8	 µM)	 ha	
dimostrato	di	essere	tre	volte	più	forte	nell'inibizione	del	rilascio	di	mieloperossidasi	rispetto	
all'oleuropeina	(IC50	=	30,7	µM).		
L'	MPO	gioca	un	ruolo	chiave	nella	aterogenesi,	ossia	la	formazione	di	lesioni	aterosclerotiche	
nelle	pareti	delle	arterie,	influenzando	la	perossidazione	dei	lipidi	e	la	generazione	di	specie	
reattive,	 come	 l'HOCl,	 il	 quale	 è	 in	 grado	 di	 avviare	 reazioni	 di	 modifica	 di	 lipidi,	 DNA	 e	
proteine,	tra	cui	alogenazione	e	nitrazione.	E'	stato	osservato	che	l'oleaceina	ha	eliminato	il	
radicale	 HOCl	 (IC50	 =	 1,5	 µM),	 a	 differenza	 dell'oleuropeina	 che	 non	 ha	 mostrato	 alcuna	
attività.5	
Inoltre	sono	stati	eseguiti	studi	sulle	specie	reattive	dell'ossigeno	in	sistemi	non	cellulari	.	Sia	
l'oleuropeina	 che	 l'oleaceina	 hanno	mostrato	 simili	 capacità	 nella	 rimozione	 di	 O2	 e	 H2O2,	
mostrando	una	maggiore	efficacia	per	l'	O2	(IC50	20	µM)	rispetto	al	H2O2		(IC50=	50	µM).		
Tra	i	RNS	,	NO	svolge	un	ruolo	chiave	come	mediatore	dell'infiammazione	e	la	sua	reazione	
con	 O2	 è	 considerata	 come	 la	 principale	 fonte	 biologica	 di	 un	 altro	 radicale	 libero,	 il	
perossinitrito	(ONOO)	.		
Sia	 l'oleaceina	 che	 l'oleuropeina	 hanno	 dimostrato	 di	 rimuovere	 efficacemente	 l’	 NO	 nei	
range	 di	 concentrazione	 5-50	 µM.	 A	 concentrazioni	 di	 1	 µM	 e	 2	 µM	 l'oleuropeina	 ha	
dimostrato	avere	un’attività	maggiore	(IC50	=	1,6	µM	)	 	 rispetto	alla	sua	derivata	 (IC50	=	3,3	
µM	).5	
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1.7				L'OLEACEINA	NEL	RIPRISTINO	DELLE	FUNZIONI	BIOLOGICHE	DELLE	
CELLULE	PROGENITRICI	ENDOTELIALI	
	
Uno	studio	 recente	sempre	condotto	da	Andrzej	Parzonko	et	al.	 si	è	 focalizzato	sull'attività	
dell'oleaceina	nel	ripristinare	le	funzioni	biologiche	delle	cellule	progenitrici	endoteliali	(EPC)	
tramite	l’attivazione	del	percorso	Nrf2/emossigenasi-1	(HO-1).18	
	
Le	 EPC	 sono	 cellule	 endoteliali,	 presenti	 all’interno	 del	 midollo	 osseo,	 capaci	 di	 circolare,	
proliferare	e	differenziarsi	 in	cellule	endoteliali	mature.	Possono	essere	considerate,	perciò,	
progenitori	delle	cellule	endoteliali	mature.19		
Svolgono	un	 ruolo	 cruciale	 nel	mantenimento	della	 funzione	endoteliale	 dei	 vasi	 sanguigni	
attraverso	 un	 continuo	 processo	 di	 re-endotelializzazione	 dei	 vasi	 danneggiati	 e	
neovascolarizzazione20	 dei	 tessuti	 ischemici	 e	 possiedono	 la	 proprietà	 fondamentale	 di	
costituire	un	nuovo	vaso	sanguigno.21		
Le	 EPC	 arrivano	 all’organo	 interessato,	 attraverso	 un	 meccanismo	 mediato	 da	 citochine,	
chemiochine	 e	 fattori	 di	 crescita,	 che	 comprende	 quattro	 fasi:	 il	 rilascio	 dal	midollo	 osseo	
(reclutamento),	 la	mobilizzazione	nel	circolo	sanguigno,	la	localizzazione	nel	sito	interessato	
(homing)	e	la	differenziazione	in	cellule	endoteliali	mature	22	.	
	L'invecchiamento	delle	 EPC	 è	 causato	 dall'	 attività	 dell’acido	β-galattosidasi,	 dall’inibizione	
dell’attività	 della	 telomerasi,	 e	 dalla	 diminuzione	 della	 proliferazione	 cellulare.	 L’abilità	 di	
riparare	 i	 vasi	 sanguigni	 danneggiati	 è	 fortemente	 ridotta	 nelle	 EPC	 soggette	 ad	
invecchiamento	 Evidenze	 sperimentali	 hanno	 constatato	 che	 l’angiotensina	 II	 accelera	
l'invecchiamento	 delle	 cellule	 attraverso	 lo	 stress	 ossidativo	 e	 conduce	 al	 deterioramento	
delle	funzioni	biologiche.23,	24	
In	questo	studio,	è	stato	evidenziato	il	ruolo	protettivo	dell'oleaceina	sulle	cellule	progenitrici	
endoteliali	esposte	all'angiotensina	II	in	termini	di	aumento	della	proliferazione,	dell’	attività	
della	 telomerasi	 e	 una	 diminuzione	 della	 formazione	 intracellulare	 dei	 ROS,	 per	 un	 effetto	
complessivo	di	riduzione	dell'invecchiamento	cellulare.	
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Il	 meccanismo	 protettivo	 dell'oleaceina	 dipende	 non	 soltanto	 dalle	 sue	 note	 proprietà	
antiossidanti	 ma	 coinvolge	 la	 stimolazione	 del	 fattore	 di	 trascrizione	 Nrf2	 che	 determina	
l'aumento	dell'espressione	dell'enzima	emo	ossigenasi	-1	(HO-1).18	
L'emo	 ossigenasi	 -1	 appartiene	 al	 sistema	 dell’eme-ossigenasi	 (HO)	 ed	 è	 presente	 in	 tre	
isoforme:	la	proteina	HO-1	inducibile	dallo	stress	ossidativo,	e	due	isoforme	costitutive	HO-2	
e	HO-325.	HO-2	è	stimolata	maggiormente	dai	corticosteroidi.		
	
Le	proteine	HO-1	e	HO-2	catalizzano	la	degradazione	dell’eme	per	dare	quantità	equimolari	
di	biliverdina,	monossido	di	carbonio	e	di	ferro	.	La	biliverdina	viene	poi	convertita	nel	citosol	
in	bilirubina,	che	possiede	proprietà	citoprotettive	e	antiossidanti.26 
Figura	10:	Reazione	catalitica	dell’eme	ossigenasi-1	
HO-1	è	in	grado	di	generare	bilirubina	e	decomporre	un	pro-ossidante	cellulare	(eme)	quindi,	
può	 essere	molto	 importante	 per	 il	mantenimento	 dell’omeostasi	 cellulare	 in	 risposta	 allo	
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stress	ossidativo.27	
Inoltre	 l’HO-1	 ha	 anche	 proprietà	 anti-infiammatorie,	 anti-apoptotiche	 e	 riveste	 un	 ruolo	
chiave	nella	biologia	delle	cellule	progenitrici	endoteliali.	
Il	 Nrf2	 è	 responsabile	 dell'induzione	 dell'enzima	 antiossidante	 intracellulare	 e	 inoltre	
protegge	le	cellule	dall'apoptosi.	
E'	 stato	 testato	 l’effetto	 dell’oleaceina	 sulla	 emossigenasi-1	 (HO-1)	 e	 sull'attivazione	 del	
fattore	di	trascrizione	Nrf2	.18	
Nello	 specifico	 è	 stato	 osservato	 che	 i	 livelli	 di	 HO-1	 nelle	 cellule	 progenitrici	 endoteliali	
incubate	 con	 angiotensina	 II	 sono	 risultati	 essere	 inferiori	 rispetto	 a	 quelle	 nelle	 cellule	 di	
controllo	 (non	 trattate	 con	 angiotensina	 II	 ),	 tuttavia,	 la	 presenza	 di	 oleaceina	 ha	
significativamente	 aumentato	 i	 livelli	 di	 questo	 enzima.	 Infatti	 l'espressione	 di	 HO-1	 nelle	
cellule	trattate	con	oleaceina	è	aumentata	del	17,8	,	34,4,	52,5	e	72,1%		rispettivamente	alle	
concentrazioni	 di	 1,	 2,	 	 5	 e	 10	 µM	 rispetto	 alle	 cellule	 trattate	 con	 angiotensina	 II.	 Ciò	
dimostra	 che	 la	 protezione	 delle	 EPC	 contro	 gli	 effetti	 avversi	 delle	 specie	 reattive	
dell'ossigeno	 (ROS)	 possono	 essere	 dovute	 non	 soltanto	 agli	 effetti	 antiossidanti	
dell'oleaceina	ma	anche	agli	effetti	stimolatori	per	l'enzima	HO-1.	
Inoltre	 il	 trattamento	 di	 cellule	 con	 oleaceina	 ha	 incrementato	 i	 livelli	 di	 Nrf2	 in	 modo	
concentrazione-dipendente,	aumentando	 l'attivazione	del	 fattore	di	crescita	di	circa	5	volte	
alla	concentrazione	di	10	µM,	rispetto	alle	cellule	trattate	con	angiotensina	II.18	
L'induzione	 del	 fattore	 di	 trascrizione	 Nrf2	 nelle	 EPC	 da	 parte	 dell'oleaceina	 e	
successivamente,	 l'aumento	 di	 HO-1	 in	 queste	 cellule,	 non	 solo	 protegge	 dallo	 stress	
ossidativo,	ma	aumenta	anche	la	loro	abilità	di	rigenerare	le	pareti	arteriose	danneggiate	o	di	
neovascolarizzare	i	tessuti	ischemici.		
	
Questi	 dati	 sono	 stati	 ottenuti	 con	 un	 quantitativo	 di	 oleaceina	 corrispondente	 ad	 un	
consumo	 giornaliero	 di	 50g	 di	 olio	 extravergine	 di	 oliva.	 Con	 un	 consumo	 tale,	 è	 stato	
osservato	un	abbassamento	della	mortalità	cardiovascolare	del	47%	rispetto	alla	popolazione	
non	consumatrice	di	olio	di	oliva.18	
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1.8			L'OLEACEINA	NELL'INFIAMMAZIONE	
Diversi	studi	hanno	evidenziato	che	gli	eicosanoidi,	che	sono	prodotti	dall’acido	arachidonico	
attraverso	 le	 vie	metaboliche	 delle	 lipossigenasi	 e	 delle	 ciclossigenasi,	 sono	da	 tempo	noti	
come	protagonisti	chiave	dell'infiammazione,	del	dolore	e	del	cancro.	
In	uno	studio	recente	è	stato	osservato	che	la	5-lipossigenasi,	un	enzima	che	catalizza	le	fasi	
iniziali	 della	 biosintesi	 dei	 leucotrieni	 pro-infiammatori,	 sia	 un	 target	 per	 l'azione	
antinfiammatoria	dell’oleaceina.	8	
	
Figura	11:	metabolismo	dell'acido	arachidonico	mediante	via	metabolica	della		lipossigenasi	
	
Era	 già	 stato	 dimostrato	 come	 le	 sostanze	 fenoliche	 presenti	 nell'olio	 d'oliva,	 agiscano	 sul	
ferro	presente	nel	sito	attivo	di	5-LO	inibendo	l'enzima,	sia	attraverso	le	loro	proprietà		
antiossidanti	(	il	ferro	è	mantenuto	allo	stato	ferroso	inattivo)	sia	attraverso	la	capacità	ferro-
chelante28.	Infatti	in	passato	era	stata	documentata	la	capacità	dell'	oleaceina	di	chelare	ioni	
ferro	e	rame29,	30.	
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In	questo	studio	è	stato	osservato	come,	tra	 i	composti	polifenolici	dell'olio	extravergine	di	
oliva,	l'oleacenina	sia	un	più	potente	inibitore	per	l'enzima	5-LO	(inibizione	al	90%	a	10	μM).	
Di	contro	l'oleocantale	che	presenta	un	solo	gruppo	idrossi,ha	una	%	di	inibizione	del	48%	a	
10	 μM,	 deducendo	 che	 la	 presenza	 del	 secondo	 gruppo	 idrossilico	 nell’oleaceina,	
contribuisca	 ad	 aumentare	 l’attività	 antiinfiammatoria,	 mentre	 l’oleuropeina	 mostra	
un’inibizione	 pari	 al	 35%	 a	 10	 μM,	 quindi	 la	 glicosilazione,	 determina	 una	 diminuzione	
marcata	dell’attività	antiinfiammatoria.	
Una	dettagliata	analisi	dose-dipendente	dell’oleaceina	sulla	5-LO	in	vitro	ha	rivelato	una	IC50	
di	 2	±	0,5	μM,	 	 simile	 all'inibitore	della	5-LO	Zileutone	 (IC50:	 1	±	0,5	μM).	Questo	 riflette	 il	
potenziale	come	agente	anti-infiammatorio	dell'oleaceina8. 
 
Figura	12:	strutture	chimiche	dell'oleaceina	e	del	zileutone	
 33 
	
	
	
	
	
2.	INTRODUZIONE 
ALLA	PARTE	SPERIMENTALE 
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L'importanza	dell'olio	d'oliva	per	 la	sua	azione	salutistica	e	è	noto	fin	dai	tempi	antichi	 	per	
cui	 fu	 tradizionalmente	 considerato	 come	 una	 sostanza	 a	 metà	 strada	 tra	 alimento	 ed	
medicinale.	
Nel	medioevo	e	durante	tutto	il	Rinascimento	l’olio	di	oliva	è	stato	usato	per	curare		infezioni	
ginecologiche,	 scottature	 e	 gonfiori.	 All'olio	 venivano	 riconosciute	 proprietà	 per	 la	 cura	 di	
cardiopatie,		febbre,	e	come	ipotensivo,	antidiabetico,	emolliente	e	diuretico.	
Risalgono	in	particolare	agli	anni	Cinquanta	alcuni	importanti	ricerche	condotti	da	Ancel	Keys	
che	dimostrò	con	uno	studio	comparativo	(Seven	Countries	Study)	come	nelle	popolazioni	del	
Mediterraneo,	che	utilizzavano	prevalentemente	olio	extravergine	d'oliva	come	condimento,	
la	percentuale	di	mortalità	per	eventi	cardiovascolari	era	molto	più	bassa	che	nei	soggetti	di	
paesi	dove	il	regime	alimentare	quotidiano	includeva	molti	grassi	saturi	come	burro	e	strutto.	
Esiste	 una	 vastissima	 letteratura	 scientifica	 sulle	 proprietà	 salutistiche	 dell’olio	 d’oliva,	 che	
sottolinea	come	gli	effetti	benefici	della	Dieta	Mediterranea	siano	attribuibili	al	consumo	di	
questo	olio	di	cui	è	raccomandata	un'assunzione	giornaliera	tra	i	25	e	i	50	mL.	
L'Olio	 extravergine	 d'oliva	 è	 costituito	 per	 il	 98-99	 %	 da	 una	 frazione	 saponificabile	
(trigliceridi)	e	per	il	1-2%	da	una	frazione	insaponificabile.	Tra	i	trigliceridi	è	compreso	l'acido	
oleico	(acido	grasso	monoinsaturo),	costituente	principale	dell'olio	d'oliva,	molto	importante	
per	la	protezione	della	mucosa	gastrica	in	quanto	diminuisce	la	secrezione	di	acido	cloridrico	
e	inibisce	la	secrezione	della	bile.	Inoltre	riduce	sia	i	livelli	di	colesterolo	totale	(riduzione	del	
10%),	 sia	 quelli	 di	 LDL	 (Low	 Density	 Lipoprotein),	 "il	 colesterolo	 cattivo",	 e	 quelli	 	 dei	
trigliceridi	VLDL	(riduzione	del	13%),	senza	diminuire	i	livelli	del	colesterolo	HDL	(High	Density	
Lipoprotein),	il	“colesterolo	buono”.	
Nella	 frazione	 insaponificabile	 si	 può	 distinguere	 la	 frazione	 dei	 composti	 fenolici	 e	
polifenolici	che	è	risultata	fondamentale	per	le	proprietà	salutistiche	dell’olio	extravergine	di	
oliva.	Questa	frazione	comprende:	alcoli	 fenolici,	come	il	 tirosolo	e	 l’idrossitirosolo,	derivati	
secoiridoidi,	lignani	e	flavonoidi.			
Fra	 iderivati	 secoiridoidi	 	 sono	 compresi	 derivati	 dell’idrossitirosolo	 come	 l’oleuropeina	
aglicone	 (presente	 soltanto	 nelle	 foglie	 e	 nelle	 olive)	 e	 l’oleaceina,	 e	 derivati	 del	 tirosolo	
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come,	l’oleocantale	e	il	ligostroside	aglicone	.	
Figura	13:	struttura	chimica	dei	derivati	secoiridoidi	
Questi	 composti	 conferiscono	 un	 sapore	 lievemente	 amaro	 e	 piccante,	 e	 sono	 molto	
importanti	 per	 la	 loro	 azione	 antiossidante,	 vasoprotettiva,	 antinfiammatoria,	
anticoagulante,	 antitumorale	 e	 antiallergica.3	 In	 particolare	 all'oleocantale	 e	 all'oleaceina	
sono	attribuite	importanti	proprietà	biologiche.	
L'oleocantale	 possiede	 proprietà	 antiinfiammatorie	 attraverso	 l’inibizione	 degli	 enzimi	
cicloossigenasi	 (COX)-1/COX-231	 e	 è	 responsabile	 di	 un	 effetto	 protettivo	 contro	
l'Alzheimer32,33	.	Inoltre	è	stato	dimostrato	che	svolge	un	ruolo	importante	nella	prevenzione	
di	 molti	 tipi	 di	 cancro,	 come	 quello	 al	 seno,	 alla	 prostata,	 al	 polmone	 e	 il	 cancro	
gastrointestinale34,	35,	36.	
Solo	negli	ultimi	anni,	 invece,	 l’attenzione	è	stata	rivolta	all’attività	biologica	dell'oleaceina.	
Nello	 specifico	 sono	 stati	 condotti	 studi	 sulla	 sua	 attività	 inibitoria	 verso	 l'enzima	 di	
conversione	dell'angiotensina	(ACE),	che	hanno	evidenziato	come	l'oleaceina	blocchi	in	modo	
irreversibile	questo	enzima9.	
Inoltre	 all'oleaceina	 sono	 state	 riconosciute	 proprietà	 antinfiammatorie,	 attraverso	
l'inibizione	 dell'enzima	 5-lipossigenasi8,	 e	 proprietà	 antiossidanti	 più	 marcate	 rispetto	 alla	
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vitamina	C13.	
Infine	 è	 stato	 riconosciuto	 il	 ruolo	 dell'oleaceina	 nella	 prevenzione	 delle	 malattie	
cardiovascolari,	 attraverso	 la	 sua	 azione	 inibitoria	 nei	 confronti	 dell'enzima	 endopeptidasi	
neutra	 (NEP),	 responsabile	 della	 degradazione	 di	 una	 serie	 di	 piccoli	 peptidi,	 compresi	 i	
peptidi	 natriuretici	 atriale	 (ANP)	 e	 cerebrale	 (BNP),	 coinvolti	 nei	 meccanismi	 del	
rimodellamento	cardiovascolare13.	
In	quest’ottica	il	gruppo	di	ricerca,	presso	il	quale	ho	svolto	il	lavoro	di	questa	tesi	di	laurea,	
all’interno	 di	 un	 progetto	 multidisciplinare,	 si	 occupa,	 da	 alcuni	 anni,	 dello	 studio	 delle	
proprietà	 nutraceutiche	 dell’olio	 d’oliva	 e	 dei	 suoi	 componenti	 fenolici	 e	 polifenolici	 e,	 tra	
questi	 una	 particolare	 attenzione	 è	 dedicata	 ai	 composti	 secoiridoidi	 quali	 oleocantale	 e	
oleaceina.	
Nello	specifico,	l’oleocantale,	è	stato	estratto	e	purificato	presso	il	laboratorio	dove	ho	svolto	
il	mio	periodo	di	tesi	e	successivamente	ne	è	stata	valutata	l’attività	antiproliferativa		su	una	
linea	cellulare	di	melanoma	umano,	A375	e	su	due	differenti	linee	cellulari	di	carcinoma	del	
colon	umano,	Colo-320	e	CaCo-2.		
E'	stato	osservato	che	valori	di	IC50	dell’attività	antiproliferativa	dell’oleocantale	(riportati	in	
tabella	 3)	 sono	 confrontabili	 	 ottenuti	 verso	 	 una	 linea	 cellulare	 di	 tumore	 al	 seno	 (MCF7)	
dopo	72	h	di	trattamento	con	oleocantale,	riportati	da	Alk	e	colleghi34.	 Inoltre	l’oleocantale	
non	ha	presentato	attività	sulla	vitalità	verso	cellule	di	fibroblasti	 indicando	una	sua	attività	
selettiva	verso	cellule	tumorali		rispetto	a	quelle	normali	(Figura	14	).	
	
Linee	cellulari		 IC50±SE	(µM)	 
A375	(linea	cellulare	di	melanoma	umano)	 20,96±1.17	 
Colo-320	(linea	cellulare	di	carcinoma	al	colon	umano)	 30,12±1.27	 
CaCo-2	(linea	cellulare	di	carcinoma	al	colon	umano)		 79,28±1.15	 
	
Tabella	3:	Valori	di	IC50	dell'attività	antiproliferativa	dell'oleocantale	
	su	tre	diverse	linee	cellulari	dopo	72	h.	
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Figura		14:	Vitalità	cellulare	dopo	trattamento	con	oleocantale	per	72h	in	cellule	di	melanoma	umano	(A375)	e	
in	fibroblasti	isolati	da	derma	adulto	(HDFa).	 
 
Proseguendo	 lo	 studio	 sull’attività	 dei	 derivati	 fenoli	 e	 polifenoli	 contenuti	 nell’olio	
extravergine	d’oliva	la	prima	parte	del	lavoro	sperimentale	di	questa	tesi	è	stata	dedicata	alla	
messa	 a	 punto	 di	 un	metodo	 di	 estrazione	 e	 purificazione	 dell’oleaceina	 dallo	 stesso	 olio	
extravergine	di	oliva,	dalle	foglie	di	olivo	e		dalle	olive.	Il	metodo	utilizzato	è	stato	ottenuto	,	
modificando	 in	 maniera	 opportuna	 la	 metodica	 	 già	 impiegata	 per	 l’ottenimento	
dell’oleocantale	 al	 fine	 di	 ottenere	 campioni	 di	 oleaceina	 di	 purezza	 tale	 da	 poter	 essere	
utilizzati	per	successivi	studi	farmacologici,	analitici	e	di	tecnologia	farmaceutica.			
Inoltre,	 con	 l’obiettivo	 di	 sviluppare	metodiche	 analitiche	 per	 determinare	 il	 contenuto	 di	
polifenoli	 in	 campioni	 di	 olio	 extravergine	 d'oliva,	 la	 seconda	 parte	 di	 questa	 tesi,	 	 è	 stata	
dedicata	alla	messa	a	punto	di	una	metodica	di	cromatografia	liquida	ad	alte	prestazioni		 in	
grado	 di	 evidenziare	 e	 quantificare	 la	 presenza	 di	 tirosolo,	 idrossitirosolo,	 oleocantale	 e	
oleaceina	in	campioni	di	olio	extravergine	di	oliva.	
La	possibilità	di	 avere	a	disposizione	gli	 standard	di	 riferimento	di	 idrossitirosolo	e	 tirosolo	
(commercialmente	disponibili)	e	di	oleocantale	e	oleaceina	da	noi	purificati,	ha	permesso	di	
ottenere	 le	 rette	 di	 taratura	 dei	 singoli	 composti	 che	 sono	 state	 utilizzate	 per	 la		
determinazione	 quantitativa	 dei	 quattro	 composti	 oggetto	 di	 studio	 in	 campioni	 di	 olio	
extravergine	di	oliva.	
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2.1		ESTRAZIONE	E	PURIFICAZIONE	DELL'OLEACEINA	
I	 metodi	 di	 estrazione	 e	 purificazione	 delle	 sostanze	 fenoliche,	 e	 dell’oleocantale	 in	
particolare,	attualmente	disponibili	in	letteratura	sono	molteplici37,	38,	39.	
La	metodica	di	estrazione	e	purificazione	dell'oleocantale	dall'olio	extravergine	d'oliva,	messa	
a	punto	nel	 laboratorio	di	ricerca	presso	il	quale	ho	svolto	il	mio	lavoro	di	tesi,	si	basa	sulle	
linee	guida	riportate	da	Karkoula,38,	39	e	prevede	3	fasi,	che	constano	di	una	fase	di	estrazione	
e	due	di	purificazione:	
• Estrazione	 della	 matrice	 oleosa	 con	 n-esano	 e	 acetonitrile	 (ACN)	 in	 rapporto	 4:5,	
centrifugazione	della	miscela	e	separazione	della	fase	acetonitrilica.		
• Purificazione	 per	 flash	 cromatografia	 su	 gel	 di	 silice,	 utilizzando	 inizialmente	 come	
eluente	CH2Cl2	e	successivamente	un	eluente	in	gradiente	di	etere	di	petrolio/AcOEt	.		
• Ulteriore	 purificazione	 mediante	 TLC	 preparativa	 delle	 frazioni	 contenenti	
l’oleocantale	utilizzando	come	eluente	acetato	di	etile/etere	di	petrolio	6:4.		
	
A	 partire	 da	 questo	 metodo,	 è	 stato	 possibile	 mettere	 a	 punto	 una	 metodologia	 per	
l'estrazione	 e	 la	 purificazione	 dell'oleaceina	 dalle	 olive,	 dalle	 foglie	 di	 olivo	 e	 dall'olio	
extravergine	di	oliva.	
Per	 quanto	 riguarda	 la	 fase	 di	 estrazione,	 nel	 caso	 dell'olio	 extravergine	 di	 oliva	 è	 stata	
utilizzata	 la	 stessa	metodologia	 illustrata	 sopra	 per	 l’oleocantale,	 mentre	 per	 le	 olive	 e	 le	
foglie	sono	state	utilizzate	altre	procedure	facendo	riferimento	alla	letteratura.	
Relativamente	 alla	 fase	 di	 purificazione	 sono	 stati	 applicati	 diversi	 metodi	 al	 fine	 di	
individuare	quello	più	efficace	per	ottenere	campioni	di	oleaceina	dalle	olive,	dalle	foglie	di	
olivo	e	dall'olio	extravergine	d'oliva.	
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OLIVE	
La	fase	di	estrazione	dalle	olive	è	stata	eseguita	attraverso	due	differenti	metodologie:	
(a) In	 un	 primo	 tentativo	 estrattivo,	 come	 descritto	 da	 Kiss	 et	 al.40	 le	 olive	 sono	 state	
triturate	e	trattate	con	AcOEt	in	un	rapporto	1:10	(p/v),	la	sospensione	è	stata	quindi	
sonicata		per	30	minuti,	e	successivamente	filtrata.	L'AcOEt	è	stato	quindi		evaporato	
per	ottenere	un	residuo	oleoso.	
(b) Un	 altro	 metodo	 ha	 previsto	 l'estrazione	 con	 n-esano	 e	 ACN	 in	 rapporto	 4:5,	 la	
miscela	 ottenuta	 è	 stata	 centrifugata	 e	 la	 fase	 acetonitrilica	 separata	 ed	 evaporata	
per	ottenere	un	residuo	oleoso.		
	
Abbiamo	 comunque	 deciso	 di	 procedere	 con	 la	metodologia	 (a)	 poichè	 ha	 fornito	 risultati	
migliori	dal	punto	di	vista	quantitativo.	
Una	volta	ottenuto	l’estratto	ci	siamo	focalizzati	sulla	purificazione	dell’oleaceina	(che	è	stata	
individuata	 nell'estratto	 in	 seguito	 ad	 analisi	 mediante	 1H-NMR	 per	 la	 presenza	 dei	 picchi	
caratteristici	dell'oleaceina	a	9,20	ppm	e	9,65	ppm)	.	
In	 un	 primo	 momento	 l'estratto	 ottenuto	 dalle	 olive	 è	 stato	 purificato	 tramite	 flash	
cromatografia	 su	 gel	 di	 silice,	 utilizzando	 come	 miscela	 eluente	 CHCl3/AcOEt	 in	 gradiente	
inizialmente	 in	 rapporto	8.5:1.5,	 successivamente	 in	 rapporto	7:3	ed	 infine	5:5.	Utilizzando	
questo	metodo	non	è	stato	possibile	ottenere	alcuna	frazione	contenente	oleaceina.	
	In	un	secondo	tentativo	 l'estratto	ottenuto	è	stato	purificato	mediante	flash	cromatografia	
su	gel	di	 silice,	utilizzando	come	eluente	un	gradiente	CHCl3/AcOEt	da	 (10:0)	a	 (5.5:4.5).	 In	
questo	 caso	 è	 stato	 possibile	 ottenere	 delle	 frazioni	 contenenti	 oleaceina	 (individuate	
mediante	i	caratteristici	segnali	all'	1H-NMR	a	9.20	ppm	e	9.65	ppm)	che	sono	state	purificate	
ulteriormente	mediante	TLC	preparativa	usando	 come	eluente	una	miscela	di	 CHCl3/AcOEt	
6.5:3.5.		
Questi	 campioni	 di	 oleaceina,	 valutati	 mediante	 1H-NMR,	 non	 hanno,	 però,	 mostrato	 un	
soddisfacente	grado	di	purezza	(figura	15	).	Inoltre	la	quantità	ottenuta	non	ha	permesso	di	
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poter	effettuare	un'ulteriore	purificazione	del	campione. 
Figura	15:	Spettro	1H-NMR	ottenuto	dall’analisi	del	campione	ricavato	dalla	TLC	preparativa	della	frazione	
contenente	oleaceina	ottenuta	dal	trattamento	delle	olive.	
FOGLIE	
Partendo	dalle	foglie,	 la	fase	di	estrazione	ha	previsto	l’utilizzo	di	AcOEt	in	maniera	analoga	
all’estrazione	effettuata	dalle	olive.	
Al	fine	di	ottenere	un	estratto	più	pulito,	abbiamo	provato	a	fare	l’estrazione	con	AcOEt	ed	
Et2O	 come	 riportato	 in	 letteratura41	 in	 rapporto	 1:10,	 la	 sospensione	 così	 ottenuta	 è	 stata	
sottoposta	al	sonicatore,	successivamente	filtrata	ed	il	filtrato	evaporato.	
L’analisi	 1H-NMR	non	ha	mostrato	significative	differenze	tra	gli	estratti	ottenuti	utilizzando	
solo	AcOEt	 rispetto	a	AcOEt	ed	Et2O,	quindi,	 	abbiamo	preferito	procedere	con	 l'estrazione	
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con	solo	AcOEt.	
L'estratto	ottenuto	è	stato	purificato	direttamente	mediante	TLC	preparativa,	usando	come	
eluente	una	miscela	CHCl3/AcOEt		8.5:1.5.	
Non	 avendo	 ottenuto	 campioni	 di	 oleaceina	 sufficientemente	 puliti	 ,	 un	 nuovo	 estratto	 è	
stato	 purificato	mediante	 flash	 cromatografia	 su	 gel	 di	 silice,	 utilizzando	 come	 eluente	 un	
gradiente	CHCl3/AcOEt	da	(10:0)	a	(5.5:4.5)	analogamente	a	come	si	era	fatto	nel	caso	delle	
olive.	 Le	 frazioni	 ottenute	 contenenti	 oleaceina	 sono	 poi	 state	 ulteriormente	 purificate	
mediante	TLC	preparativa	usando	come	eluente	la	miscela	CHCl3/AcOEt	8:2.	
La	presenza	e	 la	purezza	dell'oleaceina	nelle	 frazioni	 raccolte	è	stata	valutata	mediante	1H-
NMR,	ma	 anche	 in	 questo	 caso	 i	 campioni	 di	 oleaceina	 ottenuti,	 non	 hanno	mostrato	 un	
soddisfacente	grado	di	purezza	(figura	16)	,	inoltre	anche	in	questo	caso	la	quantità	ottenuta	
non	ha	permesso	di	poter	effettuare	un'ulteriore	purificazione	del	campione. 
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Figura	16:	Spettro	1H-NMR	ottenuto	dall’analisi	del	campione	ricavato	dalla	TLC	preparativa	della	frazione	
contenente	oleaceina	ottenuta	dal	trattamento	delle	foglie.	
	
Non	 è	 stato	 possibile	 ottimizzare	 la	 metodica	 di	 purificazione	 dell’oleaceina,	 sia	 nel	 caso	
dell’estrazione	 dalle	 foglie	 che	 dalle	 olive,	 in	 quanto	 il	 periodo	 di	 lavoro	 ha	 coinciso	 con	 il	
riposo	 vegetativo	 dell'olivo	 (dicembre-gennaio),	 di	 conseguenza	 non	 è	 stata	 rilevata	 più	 la	
presenza	di	oleaceina	e	di	oleocantale	negli	estratti	ricavati	dalle	foglie	e	dalle	olive.	
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OLIO	EXTRAVERGINE	D'OLIVA	
Un’altra	 fase	del	mio	 lavoro	di	 tesi,	ha	riguardato	 l’estrazione	e	purificazione	dell’oleaceina	
direttamente	dall’olio	extravergine	d’oliva.	L'estrazione	è	stata	eseguita	con	n-esano	e	ACN	in	
rapporto	 4:5	 seguendo	 le	 linee	 guida	 del	 metodo	 messo	 a	 punto	 precedentemente	 per	
l'estrazione	dell'oleocantale,	fornendo	estratti	con	un	soddisfacente	contenuto	di	oleaceina.	
Successivamente,	 l'estratto	ottenuto	è	stato	purificato	tramite	flash	cromatografia	su	gel	di	
silice,	utilizzando	come	eluente	un	gradiente	CHCl3/AcOEt	da	(10:0)	a	(5:5),	per	l'ottenimento	
di	 frazioni	 contenente	 oleocantale,	 	 ed	 utilizzando,	 infine,	 soltanto	 AcOEt,	 per	 ottenere	 le	
frazioni	contenente	oleaceina.	
L'utilizzo	 di	 un	 gradiente	 CHCl3/AcOEt,	 a	 differenza	 del	 gradiente	 etere	 di	 petrolio/AcOEt	
utilizzato	 nel	 metodo	 di	 purificazione	 dell'oleocantale	 dall'olio	 extravergine	 d'oliva,	 ha	
permesso	 una	 più	 rapida	 esecuzione,	 assicurando	 comunque	 un’invariata	 efficacia	 nella	
purificazione	 dell'estratto.	 Le	 frazioni	 contenenti	 oleaceina	 e	 oleocantale,	 sono	 stati	
sottoposti	ad	ulteriore	purificazione,	utilizzando	vari	metodi,	allo	scopo	di	ottenere	campioni	
di	oleaceina	e	anche	di	oleocantale	puri.	
Inizialmente	 abbiamo	effettuato,	 dopo	 l’estrazione	 e	 la	 prima	purificazione	mediante	 flash	
cromatografia,	 la	 purificazione	 delle	 frazioni	 di	 oleaceina	 e	 di	 oleocantale	 mediante	 TLC	
preparativa	utilizzando	come	eluente	la	miscela	CHCl3/AcOEt	7:3.	
La	 purezza	 del	 composto	 ottenuto,	 valutata	mediante	 1H-NMR,	 non	 è	 stata	 soddisfacente	
(figura	17),	quindi	su	nuove	frazioni	contenenti	oleaceina	e	oleocantale	ottenute	dalla	prima	
flash	 cromatografia,	 è	 stata	 eseguita	 una	 TLC	 preparativa,	 modificando	 il	 rapporto	 della	
miscela	eluente	CHCl3/AcOEt	in	6:4.	
Tuttavia	anche	in	questo	caso	il	risultato	non	è	stato	soddisfacente	(figura	18)	. 
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Figura	17:	Spettro	1H-NMR	ottenuto	dall’analisi	del	campione	ricavato	dalla	TLC	preparativa	della	frazione	
contenente	oleaceina	ottenuta	dal	trattamento	dell'olio	extravergine	utilizzando	come	eluente	la	miscela	
CHCl3/AcOEt	7:3	
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Figura	18:	Spettro	1H-NMR	ottenuto	dall’analisi	del	campione	ricavato	dalla	TLC	preparativa	della	frazione	
contenente	oleaceina	ottenuta	dal	trattamento	dell'olio	extravergine	utilizzando	come	eluente	la	miscela	
CHCl3/AcOEt	6:4.	
Successivamente,	 sulle	 frazioni	 contenenti	 oleocantale	 e	 oleaceina	 provenienti	 dalla	 prima	
cromatografia	 è	 stata	 effettuata	 una	 seconda	 flash	 cromatografia	 utilizzando	 la	 	 stessa	
miscela	 eluente	 (CHCl3/AcOEt),	 	 ma	 distillando	 i	 solventi,	 	 poichè	 è	 stato	 ritenuto	 che	 le	
impurezze	che	corrispondono	negli	spettri	di		1H-NMR	ai	segnali	a		ppm	più	bassi		potrebbero	
essere	 	 legate	 ai	 solventi	 stessi,	 come	 verificato	 sul	 residuo	 di	 AcOEt	 mediante	 	 1H-NMR.	
(figura	19) 
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Figura	19:	Spettro	1H-NMR	ottenuto	dall’analisi	del	residuo	di	AcOEt	
	
Per	 quanto	 riguarda	 l’oleocantale,	 questa	 seconda	 fase	 di	 purificazione,	 ha	 permesso	 di	
ottenere	 un	 campione	 di	 oleocantale	 più	 puro	 rispetto	 alla	 TLC	 preparativa	 utilizzata	
precedentemente.	(figura	20)	
Nel	caso	dell’oleaceina	invece,	la	seconda	flash	cromatografia	su	gel	di	silice,	ha	portato	alla	
degradazione	del	composto. 
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Figura	20:	Spettro	1H-NMR	ottenuto	dall’analisi	delle	frazioni	contenenti	oleocantale	ricavate	con	la	seconda	
flash	cromatografia	
	
In	 seguito	 ai	 risultati	 ottenuti	 dalla	 seconda	 flash	 cromatografia,	 si	 è	 ritenuto	 opportuno	
utilizzare	la	TLC	preparativa	per	purificare	le	frazioni	contenenti	oleaceina	e	quelle	contenenti	
oleocantale	ottenuti	dalla	prima	flash	cromatografia.		
La	 miscela	 eluente	 utilizzata	 è	 stata	 modificata,	 usando	 AcOEt/n-esano	 6:4,	 distillando	
preventivamente	 i	 solventi.	 Questa,	 a	 differenza	 della	miscela	 CHCl3/AcOEt	 utilizzata	 nelle	
TLC	 preparative	 precedenti,	 ha	 garantito	 un	 risultato	 ottimale	 in	 quanto	 l’n-esano,	 a	
differenza	del	CHCl3	più	polare,	ha	permesso	una	migliore	separazione.		
Quest’ultimo	metodo	ha	consentito	di	ottenere	 l’oleaceina	ed	oleocantale	ad	una	purezza,	
valutata	 mediante	 1H-NMR,	 >	 95	 %,	 tali	 da	 poter	 essere	 utilizzati	 come	 standard	 per	 lo	
sviluppo	di	metodi	analitici	e	per	gli	studi	biochimici-farmacologici.	(figure	21	e	22)		
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Riassumendo,	 il	metodo	messo	a	punto	per	 l'estrazione	dell'oleaceina	dall'olio	extravergina	
di	oliva	consta	di	3	fasi:	
La	 prima	 fase	 di	 estrazione	 prevede,	 analogamente	 al	 metodo	 messo	 a	 punto	 per	
l’oleocantale,		l’utilizzo	di	n-esano	e	ACN	in	rapporto	4:5.	
La	seconda	fase	è	relativa	alla	purificazione	dell'estratto	per	flash	cromatografia,	utilizzando	
come	eluente	un	gradiente	CHCl3/AcOEt	da	(10:0)	a	(5.5:4.5),		ed		infine,	soltanto	AcOEt.	
La	 terza	 fase	prevede	un'ulteriore	purificazione	mediante	TLC	preparativa	utilizzando	come	
eluente	la	miscela	AcOEt/n-esano	6:4.		
Tale	 metodo	 ha	 permesso	 l'ottenimento	 di	 oleocantale	 e	 oleaceina	 puri	 con	 una	 resa	 in	
entrambi	i	casi	pari	a	circa	l'1%. 
 
Figura	21:	Spettro	1H-NMR	dell'oleocantale	ottenuto	dall’analisi	del	campione	ricavato	dalla		TLC	preparativa	
utilizzando	come	eluente	la	miscela	n-esano/AcOEt	4:6	
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Figura	22:	Spettro	1H-NMR	dell'oleaceina	ottenuto	dall’analisi	del	campione	ricavato	dalla		TLC	preparativa	
utilizzando	come	eluente	la	miscela	n-esano/AcOEt	4:6.	
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Figura	23:	Dettaglio	dell'NMR	dell'oleocantale	e	dell'oleaceina	
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2.2	QUANTIFICAZIONE	DELL'OLEACEINA,	OLEOCANTALE,	 IDROSSITIROSOLO,	E	
TIROSOLO,	 IN	 VARI	 TIPI	 DI	 OLIO	 EXTRAVERGINE	 DI	 OLIVA	 MEDIANTE	
CROMATOGRAFIA	LIQUIDA	AD	ALTE	PRESTAZIONI.	
Individuato	 il	metodo	di	estrazione	e	purificazione	di	oleocantale	e	oleaceina	più	efficiente,	
nella	seconda	parte	della	mia	tesi	di	laurea,	mi	sono	occupata	dell’ottenimento	delle	rette	di	
taratura	 dei	 due	 stessi	 secoiridoidi	 e	 dell'idrossitirosolo	 e	 del	 tirosolo	 (disponibili	 in	
commercio).	 A	 questo	 scopo	 è	 stata	 utilizzata	 la	 cromatografia	 liquida	 ad	 alte	 prestazioni,	
seguendo	la	metodica	riportata	in	letteratura	da	Margari	e	Tsabolatidou42	in	cui	si	utilizza	una	
fase	mobile	costituita	da	una	miscela	di	H2O/AcOH	(97.5:2.5	v/v)	 (A)	e	MeOH/ACN(1:1	v/v)	
(B),	in		un	gradiente	A/B		da	(95:5)	a	(0:100).		
Le	 curve	 di	 taratura	 sono	 state	 ottenute	 utilizzando	 soluzioni	 di	 analita	 (tirosolo,	
idrossitirosolo,	oleocantale,	oleaceina)	con	acido	4-idrossi-fenilacetico,	usato	come	standard	
interno,	a	varie	concentrazioni.	Le	soluzioni	madre	sono	state	preparate	tutte	in	MeOH.	
Le	 rette	 di	 taratura	 sono	 state	 utilizzate	 per	 la	 determinazione	 quantitativa	 del	 tirosolo,	
dell'idrossitirosolo,	dell'oleocantale	e	dell'oleaceina	 in	campioni	di	olio	extravergine	di	oliva	
di	origine	toscano,	ottenuto	dalla	prima	frangitura	(tabella	4)		
L'estratto	 di	 olio	 extravergine	 di	 oliva	 da	 analizzare	 all’HPLC,	 è	 stato	 ottenuto	 trattando	 il	
campione	di	olio		con	cicloesano	e	ACN,	in	rapporto	4:5;	la	miscela	è	stata	centrifugata	e	la	
fase	 acetonitrilica	 separata,	 quindi,	 è	 stata	 addizionata	 di	 una	 soluzione	 di	 acido	 4–
idrossifenilacetico	 (standard	 interno)	 in	 ACN	 (0.2	 mg/ml),	 ed	 infine	 evaporata.	 Prima	 di	
iniettarlo	all’HPLC,	il	residuo	è	stato	opportunamente	diluito	con	una	miscela	MeOH/H2O	1:1. 
 
Campione di olio 
extravergine 
 mg tirosolo 
in 3 g di olio 
mg  idrossitirosolo 
in 3 g di olio  
mg oleaceina          
in 3 g di olio 
 mg oleocantale 
 in 3 g di olio 
Olio toscano 1 0.0120 0.0039 1.181 0.754 
Olio toscano 2 0.0282 0.0071 0.469 1.118 
Tabella	4:	mg	di	tirosolo,	idrossitirosolo,	oleaceina	oleocantale,	determinati	in	3	g	di	estratto	ricavati	da	due	
campioni	di	olio	EVO	di	origine	toscana 
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Figura	24:	Cromatogramma	di	un	campione	di	olio	ottenuto	mediante	analisi	all'HPLC 
	
Figura	25:	cromatogramma	tirosolo	e	idrossitirosolo	ottenuti	mediante	analisi	all'HPLC	
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Figura	26:	cromatogramma	dell'oleocantale	ottenuto	mediante	analisi	all'HPLC 
 
Figura	27:	cromatogramma	dell'oleaceina	ottenuto	mediante	analisi	all'HPLC 
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3.	PARTE	SPERIMENTALE 
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3.1	ESTRAZIONE	E	PURIFICAZIONE	DELL'OLEACEINA	
	
3.1.1	MATERIALI	E	METODI	
I	solventi	utilizzati	per	l’estrazione	e	purificazione	dell’olio	d’oliva	e	i	solventi	deuterati	sono	
stati	acquistati	dalla	Sigma	Aldrich.	Gli	spettri	di	risonanza	magnetica	nucleare	protonica	sono	
stati	eseguiti	con	uno	spettrometro	Bruker	Avance	III™	400	operante	a	400	MHz	e	riferiti	al	
segnale	residuo	del	solvente.	 I	chemical	shift	δ	sono	espressi	 in	ppm.	Le	evaporazioni	sono	
state	eseguite	 sotto	vuoto	 in	evaporatore	 rotante.	Per	 la	 cromatografia	 su	 colonna	è	 stato	
usato	gel	di	silice	60	(0.040-0.063	mm)	(MERCK).	Le	TLC	analitiche	sono	state	eseguite	usando	
lastrine	di	gel	di	silice	60	F254	(MERK)	contenenti	un	indicatore	fluorescente;	le	varie	macchie	
sono	state	evidenziate	per	mezzo	di	una	 lampada	UV	(254	nm)	o	per	mezzo	di	colorazione	
con	soluzione	di	acido	fosfomolibdico/etanolo	assoluto	e	successivo	riscaldamento.			
Le	TLC	preparative	sono	state	eseguite	usando	lastre	di	gel	di	silice	60	F254	(SIGMA)	20	x	20	
cm	con	spessore	2	mm		contenente	un	indicatore	fluorescente.		
	
3.1.2	OLIVE	
Estrazione		
Per	l'estrazione	delle	olive	sono	state	utilizzate	due	metodiche:		
• Una	sospensione	di	17.0	g	di	polpa	ottenuta	da	olive	separate	dal	 seme,	 triturate	e	
miscelate	con	170	mL	di	AcOEt	(in	rapporto	1:10	p/v)	è	stata	posta	nel	sonicatore	per	
30	min.	La	sospensione	è	stata	filtrata	ed	il	filtrato	è	stato	evaporato	al	rotavapor	per	
ottenere	1.16	g	di	residuo	oleoso.		
• 15.0	g	di	polpa	ottenuta	da	olive	separate	dal	seme,	sono	stati	triturati	e	suddivisi	in	
15	provette	da	centrifuga	(1	g	di	olive	tritate	in	ogni	provetta).	Ad	ogni	provetta	sono	
stati	addizionati	4.00	mL	di	n-esano	e	5.00	mL	di	acetonitrile	(ACN).	La	miscela	è	stata	
omogeneizzata	usando	il	vortex	per	30	s	e	centrifugata	a	4100	rpm	per	5	min	a	25	°C.	
Successivamente,	 il	 contenuto	 di	 ogni	 provetta,	 una	 volta	 filtrato,	 è	 stato	 trasferito	
all'interno	di	un	imbuto	separatore,	per	separare	le	due	fasi	(n-esano	e	ACN).	La	fase	
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acetonitrilica	è	stata	evaporata	ottenendo	0.427	g	di	estratto	oleoso.		
Alla	 luce	delle	quantità	di	 estratto	ottenute,	 abbiamo	deciso	di	procedere	 con	 la	metodica	
(a).	
	
Purificazione	
I	 tentativo:	 1.16	 g	 di	 estratto	 ottenuto	 dalle	 olive,	 sono	 stati	 purificati	 tramite	 flash	
cromatografia	 su	 colonna	 di	 gel	 di	 silice	 utilizzando	 come	 miscela	 eluente	 CHCl3/AcOEt	
inizialmente	 in	 rapporto	 8.5:1.5,	 successivamente	 in	 rapporto	 7:3	 ed	 infine	 5:5	 come	
mostrato	in	Tabella	5.	
Fase	mobile		
CHCl3:AcOEt			
Volumi		
(mL)	 
8.5:1.5	 3350	 
7:3	 1000 
5:5	 800 
	Tabella	5.	Dettagli	della	purificazione:	Percentuali	della	fase	mobile,	volumi	utilizzati	per	ogni	gradiente	
Utilizzando	questa	miscela	eluente	non	è	stato	possibile	ottenere	alcuna	frazione	contenente	
oleaceina.	 
 
II	tentativo:	1.30	g	di	estratto	è	stato	purificato	tramite	flash	cromatografia	su	colonna	di	gel	
di	 silice	 utilizzando	 inizialmente	 come	 eluente	 100%	 CHCl3	 ed	 in	 seguito	 una	 miscela	 in	
gradiente	di	CHCl3/AcOEt	come	mostrato	in	Tabella	6.		
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Fase	mobile		
CHCl3:AcOEt			
Volumi		
(mL)	 
100:0	 500 
9.5:0.5		 200 
9:1	 200 
8.5:1.5	 200 
8:2	 200 
7.5:2.5	 200 
7:3	 200 
6.5:3.5	 200 
6:4	 200 
5.5:4.5	 200 
	Tabella	6.:	Dettagli	della	purificazione:	Percentuali	della	fase	mobile,	volumi	utilizzati	per	ogni	gradiente	
	
Alla	 luce	delle	quantità	di	 estratto	ottenute,	 abbiamo	deciso	di	procedere	 con	 la	metodica	
(a).	
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Purificazione	
	
I	 tentativo:	 1.16	 g	 di	 estratto	 ottenuto	 dalle	 olive,	 sono	 stati	 purificati	 tramite	 flash	
cromatografia	 su	 colonna	 di	 gel	 di	 silice	 utilizzando	 come	 miscela	 eluente	 CHCl3/AcOEt	
inizialmente	 in	 rapporto	 8.5:1.5,	 successivamente	 in	 rapporto	 7:3	 ed	 infine	 5:5	 come	
mostrato	in	Tabella	5.	
Fase	mobile		
CHCl3:AcOEt			
Volumi		
(mL)	 
8.5:1.5	 3350	 
7:3	 1000 
5:5	 800 
	Tabella	5.	Dettagli	della	purificazione:	Percentuali	della	fase	mobile,	volumi	utilizzati	per	ogni	gradiente	
Utilizzando	questa	miscela	eluente	non	è	stato	possibile	ottenere	alcuna	frazione	contenente	
oleaceina.	 
 
II	tentativo:	1.30	g	di	estratto	è	stato	purificato	tramite	flash	cromatografia	su	colonna	di	gel	
di	 silice	 utilizzando	 inizialmente	 come	 eluente	 100%	 CHCl3	 ed	 in	 seguito	 una	 miscela	 in	
gradiente	di	CHCl3/AcOEt	come	mostrato	in	Tabella	6.		
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Fase	mobile		
CHCl3:AcOEt			
Volumi		
(mL)	 
100:0	 500 
9.5:0.5		 200 
9:1	 200 
8.5:1.5	 200 
8:2	 200 
7.5:2.5	 200 
7:3	 200 
6.5:3.5	 200 
6:4	 200 
5.5:4.5	 200 
	Tabella	6.:	Dettagli	della	purificazione:	Percentuali	della	fase	mobile,	volumi	utilizzati	per	ogni	gradiente	
	
Le	 frazioni	 opportunamente	 raccolte	 ed	 evaporate	 sottovuoto	 sono	 state	 analizzate	
mediante	1HNMR	.	La	frazione	77-112	che	all’analisi	1H-NMR	avevano	mostrato	la	presenza	
dell’oleaceina	 è	 stata	 portata	 a	 secco	 per	 ottenere	 23.2	 mg	 che	 sono	 stati	 sottoposti	 a	
successiva	 purificazione	 tramite	 cromatografia	 su	 TLC	 preparativa	 (20	 x	 20	 cm;	 spessore	 2	
mm)	utilizzando	come	fase	mobile	 la	miscela	CHCl3/AcOEt	6.5:3.5.	La	zona	opportuna	della	
TLC	 è	 stata	 estratta	 dalla	 fase	 stazionaria	 con	AcOEt	mediante	 sonicazione	 per	 15	min.	 La	
soluzione	 è	 stata	 filtrata,	 evaporata	 ottenendo	 3.8	mg	 di	 prodotto.	 Attraverso	 valutazione	
mediante	1H-NMR,	 il	 campione	ha	mostrato	 i	 picchi	 caratteristici	 dell’oleaceina	e	un	 certo	
grado	 di	 impurezze.	 La	 quantità	 ottenuta	 non	 ha	 permesso,	 però,	 di	 poter	 effettuare	
un'ulteriore	purificazione	del	campione. 	
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3.1.3	FOGLIE	
	
Estrazione:		
L'estrazione	dalle	foglie	ha	previsto	l'utilizzo	della	metodologia	(a)	descritta	per	le	olive.	
50.0	g	di	 foglie	sono	state	triturate	e	miscelate	a	500	mL	di	AcOEt	 (in	rapporto	1:10	p/v)	e	
poste	nel	sonicatore	per	30	min.	La	sospensione	è	stata	filtrata	ed	evaporata	ottenendo	2.65	
g	di	estratto.	
	
Purificazione:	
I	tentativo:		
0.300	g	dell’estratto	ottenuto	sono	stati	purificati	direttamente	mediante	TLC	preparativa	(20	
x	20	 cm;	 spessore	2	mm)	utilizzando	come	 fase	mobile	 la	miscela	CHCl3/AcOEt	8.5:1.5.	 	 La	
zona	 opportuna	 della	 TLC	 è	 stata	 estratta	 dalla	 fase	 stazionaria	 con	 AcOEt	 mediante	
sonicazione	per	15	min.	
La	sospensione	è	stata	filtrata,	evaporata	fornendo	3.9	mg	di	oleaceina.	Dall’analisi	con	1H-
NMR	è	stato	osservato	che	il	campione	ottenuto	non	era	sufficientemente	puro.	
	
II	tentativo:		
E'	stato	effettuato	su	circa	1.2	g	di	estratto	dalle	foglie,	una	flash	cromatografia	su	gel	di	silice	
utilizzando	come	eluente,	inizialmente	solo	CHCl3,	successivamente	una	miscela	CHCl3/AcOEt	
in	gradiente	come	descritto	in	tabella	7.	
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Fase	mobile		
CHCl3:	AcOEt			
Volumi		
(mL)	 
100:0	 500 
9.5:0.5	 200 
9:1	 200 
8.5:1.5	 200 
8:2	 200 
7.5:2.5	 200 
7:3	 200 
6.5:3.5	 200 
6:4	 200 
5.5:4.5	 200 
	Tabella	7.	Dettagli	della	purificazione:	Percentuali	della	fase	mobile,	volumi	utilizzati	per	ogni	gradiente	
	
Le	 frazioni	 che	 in	 TLC	 avevano	 mostrato	 la	 presenza	 dell’oleaceina	 sono	 state	 riunite,	
evaporate	ed	analizzate	mediante	1H-NMR.		
La	frazione	86-100	(34	mg),	che	all’1H-NMR	ha	evidenziato	la	presenza	dell’oleaceina,	è	stata	
sottoposta	a	successiva	purificazione	tramite	cromatografia	su	TLC	preparativa	(20	x	20	cm;	
spessore	2	mm)	utilizzando	come	fase	mobile	la	miscela	CHCl3/AcOEt	8:2.		La	zona	opportuna	
della	TLC	è	stata	estratta	dalla	fase	stazionaria	con	AcOEt	mediante	sonicazione	per	15	min.	
La	sospensione	è	stata	filtrata,	ed	il	filtrato	evaporato	fornendo	12.8	mg	di	prodotto.		
Dall'1H-NMR,	 il	 campione	 di	 oleaceina	 mostrava	 ancora	 delle	 impurezze	 e	 la	 quantità	
ottenuta	non	ha	permesso	di	poter	effettuare	un'ulteriore	purificazione	del	campione.	
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3.1.4	OLIO	ETXRAVERGINE	DI	OLIVA		
	
Estrazione		
132	g	di	olio	sono	stati	suddivisi	in	33	provette	da	50.0	mL	(4.00	g	di	olio	per	ogni	provetta)	e	
ad	ogni	provetta	sono	stati	addizionati	16	mL	di	n-esano	(per	un	totale	di	528	mL)	e	25	mL	di	
acetonitrile	(per	un	totale	di	825	m).	La	miscela	è	stata	omogeneizzata	usando	il	vortex	per	
30s	e	miscelata	tramite	agitatore	rotante	per	45	min.	Successivamente	 il	contenuto	di	ogni	
provetta	è	stato	trasferito	in	un	imbuto	separatore	per	separare	le	due	fasi	(acetonitrile	e	n-
esano).	La	fase	acetonitrilica	è	stata	poi	evaporata	al	rotavapor,	fornendo	834	mg	di	estratto.	
	
I	fase	di	purificazione	
L'estratto	ottenuto	è	 stato	purificato	 tramite	 flash	 cromatografia	 su	 colonna	di	 gel	di	 silice	
utilizzando	 inizialmente	 come	eluente	 solo	CHCl3	 ed	 in	 seguito	una	miscela	 in	 gradiente	di	
CHCl3/AcOEt	come	mostrato	in	Tabella	8.	
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Fase	mobile		
CHCl3	:	AcOEt			
Volumi		
(mL)	 
100:0	 500 
9.5:0.5		 200 
9:1	 200 
8.5:1.5	 200 
8:2	 200 
7.5:2.5	 200 
7:3	 200 
6.5:3.5	 200 
6:4	 200 
5.5:4.5	 200 
5:5	 600 
0:100	 400 
Tabella	8.	Dettagli	della	purificazione:	Percentuali	della	fase	mobile	e	volumi	utilizzati	per	ogni	gradiente.	
	
L’utilizzo	 di	 questa	 miscela	 eluente	 in	 gradiente	 ha	 permesso	 di	 ottenere	 una	 frazione	
contenente	 oleocantale	 ed	 una	 frazione	 contenente	 oleaceina,	 che	 sono	 state	 valutate	
mediante	 1H	 NMR.	 Gli	 spettri	 1H	 NMR	 di	 entrambe	 le	 frazioni	 evidenziavano	 i	 picchi	
caratteristici	dell’oleocantale	(9,23	ppm	e	9,63	ppm)	e	dell’oleaceina	(9,20ppm	e	9,65	ppm),	
rispettivamente,	che	però	non	risultavano	essere	abbastanza	puri	quindi	si	è	reso	necessario	
procedere	 ad	 una	 ulteriore	 purificazione	 utilizzando	 varie	 metodiche	 come	 descritto	 di	
seguito.		
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II	fase	di	purificazione	
I	tentativo	
Le	frazioni	che	in	TLC	avevano	mostrato	la	presenza	dell’oleaceina	(80-123)	e	dell'oleocantale	
(53-79)	sono	state	evaporate	ed	analizzate	mediante	1H-NMR.		
E’	stata	effettuata	una	TLC	preparativa	(20	x	20	cm;	spessore	2	mm)	per	entrambe	le	frazioni	
raccolte.	La	miscela	utilizzata	come	fase	mobile	è	stata	CHCl3/AcOEt	7:3.	La	zona	opportuna	
della	TLC	è	stata	estratta	dalla	fase	stazionaria	con	AcOEt	mediante	sonicazione	per	15	min.	
Le	sospensioni	sono	state	filtrate	ed	evaporate.	Le	due	lastre	hanno	fornito	rispettivamente	
19.3	mg	di	oleocantale	e	13	mg	di	oleaceina,	che	però	all’1H-NMR,	hanno	mostrato	 i	picchi	
caratteristici	delle	singole	sostanze	ma	anche	delle	impurezze.		
	
II	tentativo	
Un	 secondo	estratto	di	1.47	g,	ottenuto	da	168	g	di	olio,	 è	 stato	purificato	mediante	 flash	
cromatografia	 su	 gel	 di	 silice,	 utilizzando	 la	 miscela	 in	 gradiente	 di	 CHCl3/AcOEt	 come	
mostrato	in	Tabella	8.	
Le	 frazioni	 che	 in	 TLC	 avevano	mostrato	 la	 presenza	 dell’oleaceina	 (106-132	 e	 133-187)	 e	
dell'oleocantale	(69-105)	sono	state	evaporate	ed	analizzate	mediante	1H-NMR.		
La	 frazione	 106-132	 (51.6	 mg),	 contenente	 oleaceina,	 è	 stata	 sottoposta	 ad	 una	 TLC	
preparativa	utilizzando	una	miscela	eluente	CHCl3/AcOEt	6:4.	Sono	stati	ottenuti	21.5	mg	di	
prodotto	 che,	 anche	 in	 questo	 caso,	 come	 evidenziato	 dall’1H	 NMR,	 presentavano	 delle	
impurezze.			
Le	 frazioni	 69-105	 (210.8	 mg)	 contenenti	 l'oleocantale	 e	 133-187	 (55	 mg)	 contenenti	
l'oleaceina,	 sono	 state	 purificate	 tramite	 flash	 cromatografia	 su	 gel	 di	 silice,	 utilizzando	 il	
gradiente	illustrato	nella	tabella	9	e	10,	rispettivamente.		
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Fase	mobile		
CHCl3:AcOEt			
Frazioni	 Volumi		
(mL)	 
100:0	 1-4	 10 
9.5:0.5	 5-8	 10 
9:1	 9-12	 10 
8.5:1.5	 13-16	 10 
8:2	 17-20	 10 
7.5:2.5	 21-24	 10 
7:3	 25-36	 30 
6.5:3.5	 37-72	 60 
6:4	 73-80	 10 
Tabella	9:	Dettagli	della	purificazione	dell’oleocantale.	Percentuali	della	fase	mobile,	volumi	utilizzati	per	ogni	
gradiente	e	frazioni	raccolte.	
	
	
Le	opportune	frazioni	(39-48),	riunite	ed	evaporate,	hanno	fornito	11.6	mg	di	oleocantale	che	
sono	stati	valutati	all’1H	NMR,	e	che	mostravano	ancora	delle	impurezze	soprattutto	a	campi	
alti.	
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Fase	mobile		
CHCl3:AcOEt			
Frazioni	 Volumi		
(mL)	 
100:0	 1-4	 10 
7.5:2.5	 5-9	 10 
7:3	 10-15	 10 
6.5:3.5	 16-20	 10 
6:4	 21-28	 10 
	5.5:4.5	 29-35	 10 
5:5	 36-44	 10 
4.5:5.5	 45-53	 10 
4:6	 54-60	 10 
3.5:6.5	 61-67	 10 
3:7	 68-83	 20 
2.5:7.5	 84-91	 10 
2:8	 92-98	 10 
1.5:8.5	 99-105	 10 
Tabella	10:	Dettagli	della	purificazionedell’oleaceina.	Percentuali	della	fase	mobile,	volumi	utilizzati	per	ogni	
gradiente	e	frazioni	raccolte.	
Per	 quanto	 riguarda	 l’oleaceina	 questa	 cromatografia,	 non	 ha	 permesso	 l'ottenimento	 di	
nessuna	 frazione	 contenente	 oleaceina,	 in	 quanto	 questa	 si	 è	 degradata	 ossidandosi	
rapidamente.	
	
III	tentativo	
Un	terzo	estratto	di	0.983	g,	ottenuto	da	212	g	di	olio	extravergine	di	oliva,	è	stato	purificato	
mediante	flash	cromatografia	su	gel	di	silice,	utilizzando	la	procedura	descritta	in	tabella	A.	
Le	frazioni	opportunamente	raccolte	ed	evaporate	sono	state	analizzate	mediante	1H	NMR.	
La	frazione	82-96	(54.8	mg)	contenente	oleocantale,	è	stata	quindi	purificata	mediante	una	
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TLC	preparativa	(20	x	20	cm;	spessore	2	mm)	.	La	stessa	cosa	è	stata	fatta	per	la	frazione	161-
213	(45,2	mg)	contenente	oleaceina.	
È	stata	utilizzata	come	fase	mobile	una	miscela	di	n-esano/AcOEt	6:4	(per	entrambe	le	TLC).	I	
solventi	utilizzati	per	la	fase	mobile	erano	stati	precedentemente	distillati.	La	zona	opportuna	
di	entrambe	le	TLC	è	stata	estratta	dalla	fase	stazionaria	con	AcOEt	mediante	sonicazione	per	
15	min.	
Le	soluzioni	sono	state	filtrate	ed	evaporate,	sono	stati	ottenuti	rispettivamente	11.1	mg	di	
oleocantale	e	8.6	mg	di	oleaceina.	In	entrambi	i	casi,	la	purezza,	valutata	mediante	1H-NMR,	è	
risultata	essere	maggiore	del	95	%	.	
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3.2	 APPLICAZIONE	 DI	 UN	 METODO	 BASATO	 SULL'HPLC	 PER	 LA	
QUANTIFICAZIONE	 DELL'OLEACEINA,	 DELL'OLEOCANTALE,	
DELL'IDROSSITIROSOLO,	DEL	TIROSOLO,	 IN	VARI	TIPI	DI	OLIO	EXTRAVERGINE	
DI	OLIVA.	
	
3.2.1	MATERIALI	E	METODI	
Per	 le	 analisi	 all'HPLC	 è	 stato	 utilizzato	 un	 HPLC	 BECKMAN,	 con	 pompa	 a	 camera	 di	
miscelazione	ad	alta	pressione	(SystemGold	125),	rilevatore	UV	(SystemGold	166)	e	iniettore	
manuale	della	Rheodyne	(modello	7725i	).	La	colonna	utilizzata	per	le	analisi	dei	campioni	è	
una	Phenomenex	Luna	C	18	250	x	4,6	mm	I.D.	5	μm.	
I	solventi	per	HPLC		sono	stati	acquistati	dalla	Sigma-Aldrich	.	
	
3.2.2.	METODICA	HPLC	
La	metodica	HPLC,	utilizzata	per	l’ottenimento	delle	rette	di	taratura	e	per	l’analisi	dell’olio,	
come	riportato	in	letteratura	da	Margari	e	Tsabolatidou35,	utilizza	una	fase	mobile	costituita	
da	una	miscela	di	H2O/AcOH	(97.5:2.5	v/v)	(A)	e	MeOH/ACN(1:1	v/v)	(B),	in	un	gradiente	A/B	
che	va	da	(95:5)	a	(0:100),	illustrato	in	tabella	11. 
	
	
Tabella	11:	Metodica	HPLC	utilizzata	per	l'analisi	del	campione	di	olio	EVO		
Tempi	 A	(H2O/AcOH	97.5:2.5)	 B	(ACN	/	MeOH	1:1	) 
0	 95	 5 
25	 70	 30 
25	 65	 35 
15	 30	 70 
5	 0	 100 
5	 95	 5 
  
 69 
3.2.3.	RETTA	DI	TARATURA	DEL	TIROSOLO	E	DELL'IDROSSITIROSOLO	
Le	 curve	 di	 taratura	 sono	 state	 ottenute	 da	 miscele	 di	 standard	 interno	 (acido	 4-idrossi-
fenilacetico)	e	analita	a	varie	concentrazioni.		
Sono	 state	 preparate	 le	 soluzioni	 madri	 (SM)	 di	 tirosolo	 e	 di	 idrossitirosolo	 1mg/mL	
miscelando	rispettivamente	2.34	mg	di	tirosolo	in	2	mL	di	MeOH	(SM	tirosolo)	e	2.19	mg	di	
idrossitirosolo	in	2	mL	di	MeOH	(SM	idrossitirosolo).	
Diluendo	 1	 a	 10	 le	 soluzione	 madri	 di	 tirosolo	 e	 idrossitirosolo	 da	 1	 mg/mL	 sono	 state	
preparate	le	soluzioni	di	tirosolo	e	di	idrossitirosolo	0.1mg/mL.	Una	successiva	diluizione	1	a	
10	 delle	 soluzioni	 da	 0.1	 mg/mL	 ha	 fornito	 le	 soluzioni	 di	 tirosolo	 e	 	 idrossitirosolo	 0,01	
mg/mL.		
È	 stata	 anche	 preparata	 un	 soluzione	 madre	 di	 acido	 4-idrossi-fenilacetico	 (SI)	 1	 mg/mL,	
sciogliendo	25.5	mg	di	acido	in	25	mL	di	ACN.	
Le	 curve	 di	 taratura	 sono	 ottenute	 analizzando	 8	 punti	 derivanti	 da	 miscele	 di	 standard	
interno	SI	e	analita	a	varie	concentrazioni,	come	mostrato	in	tabella	12.	
Punti	 Rapporti	di	
concentrazione	
	SI			
1	mg/mL	(μL)	
Tirosolo	(o	
idrossitirosolo)	
1	mg/mL	(μL)	
MeOH	(μL)		 H2O	(μL)	 
1	 1:1	 50	 50	 50	 150 
2	 1:2	 25	 50	 75	 150 
3	 1:3	 20	 60	 70	 150 
4	 1:4	 20	 80	 50	 150 
Punti	 Rapporti	di	
concentrazione	
	SI			
1	mg/mL	(μL)	
Tirosolo	(o	
idrossitirosolo)		
0.1	mg/mL	(μL)	
MeOH	(μL)		 H2O	(μL)	 
5	 1:5	 25	 50	 75	 150 
6	 1:10	 50	 50	 50	 150 
Punti	 Rapporti	di	
concentrazione	
	SI			
1	mg/mL	(μL)	
Tirosolo	(o	
idrossitirosolo)		
0.01	mg/mL	(μL)	
MeOH	(μL)		 H2O	(μL)	 
7	 1:50	 25	 50	 75	 150 
8	 1:100	 50	 50	 50	 150 
Tabella	12:	preparazione	dei	punti	da	iniettare	all'HPLC	per	l'ottenimento	delle	rette	di	taratura	del	tirosolo	e	
dell'idrossitirosolo	
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Lo	stesso	procedimento	è	stato	eseguito	per	l'idrossitirosolo.	
I	campioni	così	preparati	sono	stati	iniettati	all'HPLC	ottenendo	le	seguenti	rette	di	taratura:	
Punti	 Area	Tirosolo	/	Area	SI 
1:1	 1.26 
1:2	 2.38 
1:3	 3.60 
1:4	 4.73 
1:5	 0.31 
1:10	 0.16 
1:50	 0.03 
1:100	 0.02 
Figura	28:	retta	di	taratura	del	tirosolo	
Rapporto	 Equazione	di	regressione	 Coefficiente	di	correlazione	(r2) 
Tirosolo	/	SI	 y	=	1,026x	+	0,04172	 0,9997 
Tabella	13:	Linearità	della	determinazione	del	tirosolo	nei	campioni	di	olio	d’oliva.	 
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Punti	 Area	Idrossitirsolo	/	Area	SI 
1:1	 2.16 
1:2	 4.16 
1:3	 6.05 
1:4	 8.11 
1:5	 0.44 
1:10	 0.22 
1:50	 0.05 
1:100	 0.03 
	
Figura	29:	retta	di	taratura	dell'idrossitirosolo	
Rapporto	 Equazione	di	regressione	 Coefficiente	di	correlazione	(r2) 
Idrossitirosolo	/	SI	 y	=	1,883x	+	0,04403	 0,9996 
Tabella	14:	Linearità	della	determinazione	dell’idrossitirosolo	nei	campioni	di	olio	d’oliva.	 
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3.2.4.	RETTA	DI	TARATURA	DELL'OLEACEINA	E	DELL'OLEOCANTALE	
Sono	 state	 preparate	 le	 soluzioni	 madri	 (SM)	 di	 oleaceina	 e	 di	 oleocantale	 1mg/mL	
miscelando	1.62	mg	di	oleaceina	in	2	mL	di	MeOH	(SM	oleaceina)	e	1.77	mg	di	oleocantale	in	
2	mL	di	MeOH.	
E'	stata	preparata	una	soluzione	madre	dello	SI,	l'acido	4	idrossifenilacetico	,	miscelando	25.5	
mg	in	25	mL	di	MeOH	(SI	1mg/mL)	.	
Inoltre	 è	 stata	 preparata	 anche	 una	 soluzione	 di	 acido	 4	 idrossifenilacetico	 0.2	 mg/mL,	
diluendo	1	a	5	la	soluzione	madre	di	acido	4	idrossifenilacetico	0.1	mg/mL.	
Dalle	soluzioni	madri	di	oleaceina	e	di	oleocantale	1	mg/mL,	sono	state	ottenute	soluzioni	10	
volte	più	diluite	(oleaceina	0.1	mg/mL	e	oleocantale	0.1	mg/mL).		
Le	 curve	 di	 taratura	 sono	 ottenute	 analizzando	 9	 punti	 derivanti	 da	 miscele	 di	 standard	
interno	SI	e	analita	a	varie	concentrazioni,	come	mostrato	in	tabella	15. 
Tabella	15:preparazione	dei	punti	da	iniettare	all'HPLC	per	l'ottenimento	delle	rette	di	taratura	del	tirosolo	e	
dell'idrossitirosolo	
Punti	 Rapporti	di	
concentrazione	
	SI		
1	mg/mL	(μL)	
Oleaceina	(o	
oleocantale)		
	1	mg/mL	(μL)	
MeOH	(μL)		 H2O	(μL)	 
1	 1:1	 50	 50	 50	 150 
2	 1:2	 25	 50	 75	 150 
3	 1:4	 20	 80	 50	 150 
4	 2:1	 50	 25	 75	 150 
5	 5:1	 100	 20	 30	 150 
Punti	 Rapporti	di	
concentrazione	
	SI	
	0.2	mg/mL	(μL)	
Oleaceina	(o	
oleocantale)	
1	mg/mL	(μL)	
MeOH	(μL)		 H2O	(μL)	 
6	 1:5	 50	 50	 50	 150 
7	 1:10	 25	 50	 75	 150 
8	 1:15	 25	 75	 50	 150 
Punti	 Rapporti	di	
concentrazione	
	SI		
1	mg/mL		(μL)	
Oleaceina	(o	
oleocantale)	
1	mg/mL	(μL)	
0,1	mg/mL	(μL)	
MeOH	(μL)		 H2O	(μL)	 
9	 10:1	 50	 50	 50	 150 
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Lo	stesso	procedimento	è	stato	eseguito	per	l'oleocantale.	
I	campioni	così	preparati	sono	stati	iniettati	all'HPLC	ottenendo	le	seguenti	rette	di	taratura:	
	
Punti	 Area	Oleaceina	/	Area	SI 
1:1	 0.33 
1:2	 0.62 
1:4	 1.24 
2:1	 0.17 
5:1	 0.07 
1:5	 1.62 
1:10	 3.26 
1:15	 4.86 
10:1	 0.03 
Figura	30:	retta	di	taratura	dell'oleaceina	
	
Rapporto	 Equazione	di	regressione	 Coefficiente	di	correlazione	(r2) 
Oleaceina	/	SI	 y	=	0,4088x	+	0,008184	 0,9998 
Tabella	16:	Linearità	della	determinazione	dell’oleaceina	nei	campioni	di	olio	d’oliva.	
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Punti	 Area	Oleocantale	/	Area	SI 
1:1	 0.29 
1:2	 0.56 
1:4	 1.10 
2:1	 0.15 
5:1	 0.06 
1:5	 1.34 
1:10	 2.77 
1:15	 4.11 
10:1	 0.03 
	
Figura	31:	retta	di	taratura	dell'oleocantale 
 
Rapporto	 Equazione	di	regressione	 Coefficiente	di	correlazione	(r2) 
Oleocantale/	SI	 y	=	0,3158x	+	0,005722	 0,9999 
Tabella	17:	Linearità	della	determinazione	dell’oleocantale	nei	campioni	di	olio	d’oliva.		
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3.2.5.	 ESTRAZIONE	 DELL'OLIO	 D'OLIVA	 E	 PREPARAZIONE	 DEI	 CAMPIONI	 PER	 L'ANALISI	
MEDIANTE	HPLC.	
A	3	g	di	olio	extravergine	di	oliva	sono	stati	aggiunti	12	mL	di	n-esano	e	15	mL	di	acetonitrile.	
La	 miscela	 è	 stata	 omogeneizzata	 usando	 il	 vortex	 per	 30	 s	 e	 l’agitatore	 rotante	 per	 45’,	
quindi	 è	 stata	 centrifugata	 a	 4100	 rpm	per	 5	minuti.	 Successivamente	 è	 stata	 prelevata	 la	
fase	acetonitrilica	con	una	pipetta	Pasteur,	raccolta	 in	un	pallone,	miscelata	con	1	mL	della	
soluzione	 di	 acido	 4-idrossifenilacetico	 in	 acetonitrile		
(0.2	 mg/mL),	 precedentemente	 preparata,	 ed	 evaporata	 al	 rotavapor.	 Il	 residuo	 è	 stato	
ripreso	con	1	mL	di	una	miscela	MeOH/H2O	1:1,	ed	iniettato	all’HPLC,	utilizzando	il	gradiente	
riportato	in	tabella	11.		
	
3.2.6.	DETERMINAZIONE	QUANTITATIVA	DEL	TIROSOLO,	IDROSSITIROSOLO,	OLEOCANTALE	
E	OLEACEINA	IN	CAMPIONI	DI	OLIO	EXTRAVERGINE	D'OLIVA.	
Sono	 stati	 analizzati	 due	 campioni	 di	 olio	 di	 origine	 toscana,	 preparati	 come	 descritto	
precedentemente,	 applicando	 l'equazione	 ottenuta	 dalle	 rette	 di	 taratura	 dei	 singoli	
componenti	 fenolici	 e	 polifenolici	 dell'olio	 extravergine	 di	 oliva	 (tirosolo,	 idrossitirosolo,	
oleocantale	e	oleaceina	),	è	stato	possibile	determinare	il	loro	contenuto	espresso	in	mg,	nei	
campioni	di	olio	analizzati	(Tabella	18)	.	
Campione	 di	
olio	
extravergine	
	mg	tirosolo	
in	3	g	di	olio	
mg		idrossitirosolo	
in	3	g	di	olio		
mg	oleaceina										
in	3	g	di	olio	
mg	oleocantale	
	in	3	g	di	olio 
Olio	toscano	1	 0.0120	 0.0039	 1.181	 0.754 
Olio	toscano	2	 0.0282	 0.0071	 0.469	 1.118 
Tabella	18:	mg	di	tirosolo,	idrossitirosolo,	oleaceina	oleocantale,determinati	in	3	g	di	olio	EVO	
 76 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
4.		BIBLIOGRAFIA 
 77 
1. Pierluigi	Villa	,	“Coltivare	l'olivo	e	produrre	l'olio”	De	Vecchi	2007,	Milano	
2. Laniado	Nessia	,	“Olio	Di	Oliva”	URRA	2006	,	Milano		
3. Lercker	G.,	Caramia	G.M.	,	LA	RIVISTA	ITALIANA	DELLE	SOSTANZE	GRASSE	-	VOL.	LXXXVII	-	
LUGLIO/SETTEMBRE	2010,	147-163		
4. AA.VV.	 ,	 “Olivo	 e	 Olio	 in	maremma.	 Tradizione,	 storia	 ,	 cultura.	 Un	 viaggio	 nel	 distretto	
rurale	“	AL.SA.BA.	2007,	Siena	
5. Monika	 Czerwinska,	 Anna	 K.	 Kiss,	 Marek	 Naruszewicz	 	 “A	 comparison	 of	 antioxidant	
activities	of	oleuropein	and	its	dialdehydic	derivate	from	olive	oil,	oleacein”	Food	Chemitry	
131	(2012)	940-947	
6. 	Maurizio	Servili,	GianFrancesco	Montedoro”Contribution	of	phenolic	compounds	 to	virgin	
olive	oil	quality”	Eur.	J.	Lipid	Sci.	Technol.	104	(2002)	602–613	
7. Luigi	Caricato	,	“Star	Bene	con	l'Olio	d'Oliva”,	Tecniche	Nuove	2003,	Milano	
8. Konstantina	Vougogiannopoulou,	Christelle	Lemus,	Maria	Halabalaki,	Carlo	Pergola,	Oliver	
Werz,	Amos	B.	Smith,	Sylvie	Michel,	 Leandros	Skaltsounis,	and	Brigitte	Deguin	“One-Step	
Semisynthesis	of	Oleacein	and	the	Determination	as	a	5-Lipoxygenase	Inhibitor”	Journal	of	
Natural	Products.	2014,	77,	441−445		
9. K.HANSEN1,	 A.	 ADSERSEN1,	 S.BR0GGER	 CHRISTENSEN,	 S.ROSENDAL	 JENSEN,	 U.NYMAN,	
U.WAGNER	SMITI	“Isolation	of	an	Angiotensin	Converting	Enzyme	(ACE)	inhibitor	from	Olea	
europaea	and	Olea	 lancea”	Phytomedicine	Vol.2	(4),pp.	319-325,	1996	©	1996	by	Gustav	
Fischer	Verlag,	Stuttgart·Jena.	NewYork		
10. Bertram	G.	Katzung	“	Farmacologia	generale	e	clinica”	,	Piccin	2009,		Padova	
11. Scalzo,	R.	L.,Scarpati,	M.	L.:A	NewSecoirdoid	 from	Olive	Wastewaters.J.	Nat.	Prod.	56	(4):	
621-623,1993.	
12. Montedoro,	G.,	Servili,	M.,	Baldioli,	M.,	Selvaggini,	R.,	Miniati,	E.,	Macchioni,	A.:	Simple	and	
Hydrolysable	 Compounds	 in	 Virgin	 Olive	 Oil.	 3.	 Spectroscopic	 Characterizations	 of	 the	
Secoiridoid	Derivatives.	J.	Agric.	Food.	Chem.	41	(11):	2228-2234,	1993.	
	
 78 
13. Monika	 E.	 Czerwinska,	 Anna	 K.	 Kiss,	Marek	Naruszewicz	 “Inhibition	 of	 humanneutrophils	
NEP	activity,	CD11b/CD18	expression	and	elastase	release	by	3,4-dihydroxyphenylethanol-
elenolic	acid	dialdehyde,	oleacein”	Food	Chemistry	153	(2014)	1-8	
14. “Il	 sistema	 immunitario:	 la	 bilancia	 della	 vita	 com'è	 fatto,	 come	 funziona	 in	 salute	 e	 in	
malattia	“	Francesco	Bottaccioli	(Tecniche	nuove)		
15. 	B.	 Boari,	 R.	 Manfredini,	 R.	 Fellin	 “I	 peptidi	 natriuretici	 atriali:	 un	 nuovo	 strumento	
diagnostico	per	l’internista	“Recenti	Progressi	in	Medicina,		Vol.	96,	N.	6,	Giugno	2005	Pagg.	
300-310	
16. 	“Conoscenze	 di	 base	 per	 le	 Scienze	 della	 natura	 “	 BIOLOGIA	 PER	 IL	 CITTADINO	 Radicali	
liberi	e	molecole	antiossidanti”	.	Copyright	©	2010	Zanichelli	editore	SpA,	Bologna	[6239]	
17. ”Fisiopatologia	 dello	 	 STRESS	 OSSIDATIVO:	 	 aspetti	 biochimico-clinici“	
(Dott.ssa	 Simona	 Catalani	 Dottorato	 di	 Ricerca	 in	 Metodologie	 Biochimiche	 e	
Farmacologiche,	Università	di	Urbino		16	Novembre	2012	)	
18. Andrzej	Parzonko,	Monika	E.	Czerwinska,	Anna	K.	Kiss,	Marek	Naruszewicz	“Oleuropein	and	
Oleaceinmay	 restore	 biological	 functions	 of	 endothelial	 progenitor	 cells	 impaired	 by	
angiotensin	II	via	activation	of	Nrf2/heme	oxygenase-1	pathway”	Phytomedicine	20	(2013)	
1088-1094		
19. Bompais,	 J.	 Chagraoui,	 X.	 Canron,	 M.	 Crisan,	 Xu	 Hui	 Liu,	 A.	 Anjo,	 C.	 Tolla-Le	 Port,	 M.	
Leboeuf,	 P.	 Charbord,	 A.	 Bikfalvi,	 e	 G.	 Uzan	 “Human	 endothelial	 cells	 derived	 from	
circulating	progenitors	display	specific	functional	properties	compared	with	mature	vessel	
wall	endothelial	cells.”	Blood	2004;	103:	2577-84	
20. C.	 Heiss,	 S.	 Keymel,	 U.	 Niesler,	 J.	 Ziemann,	M.	 Kelm,	 C.	 Kalka,	 “Impaired	 progenitor	 cell		
activity	in	age-related	endothelial	dysfunction."	J	Am	Coll	Cardiol	2005;	45:	1441-8	
21. F.M.	 Rauscher,	 Pascal	 J.	 Goldschmidt-Clermont,	 B.	 H.	 Davis,	 Tao	 Wang,	 D.	 Gregg,	 P.	
Ramaswami,	 A.	 M.	 Pippen,	 B	 H.	 Annex,	 C.	 Dong,	 D.	 A.	 Taylor	 	 “Aging,	 progenitor	 cell	
exhaustion,	and	atherosclerosis.”	Circulation	2003;108:	457–63	
22. Papayannopolus	 T.	 “Corrent	 mechanicistic	 scenarious	 in	 hematopoietic/stem	 cells	
mobilization.”	Blood	2004;103:1580-1585	
 79 
23. Imanishi	 T.,	 Hano	 T.,	 Nishio	 I.	 “Angiotensin	 II	 accelerates	 andothelial	 progenitor	 cell	
senescence	 through	 induction	of	oxidative	 stress.”	 Journal	of	Hypertension	2005,	23,	97-
104.	
24. Endtmann,C.,	Ebrahimian	T.,	Czech	T.,Arfa	O.,	 Laufs	U.,	Fritz	M.,Wassmann	K.,Werner	N.,	
Petoumenos	 V.,	 Nickenig	 G.,	 Wassmann	 S.	 	 “Angiotensin	 II	 impairs	 endothelial	
progenitorcell	 number	 and	 fuction	 in	 vitro	 and	 in	 vivo:	 implications	 for	 vascular	 re	
generation.”	Hypertension	2011,	58,	394-403	
25. Nath	 KA.	 “	 Heme	 oxygenase-1:	 A	 provenance	 for	 cytoprotective	 pathways	 in	 the	 kidney	
and	other	tissues.”	Kidney	International	2006;	70:	432-443	
26. Kaczorowski	 DJ,	 Zuckerbraun	 BS.	 “Carbon	monoxide:	 medicinal	 chemistry	 and	 biological	
effects.”	Curr	Med	Chem.	2007;14(25):2720-5	
27. Ryter	 SW,	 Morse	 D,	 Choi	 AMK.	 “Carbon	 monoxide	 and	 bilirubin	 potential	 therapies	 for	
pulmonary/vascular	injury	and	disease.”	Am	J	Respir	Cell	Mol	Biol	2007;	36:	175–182	
28. Werz	 O.	 “Inhibition	 of	 5-lipoxygenase	 product	 synthesis	 by	 natural	 compounds	 of	 plant	
origin”	Planta	Med:	2007,	73,	1331-1357	
29. F.Paiva-Martins,	Michael	H.	Gordon	“Effects	of	Ph	and	ferric	ions	on	the	antioxidant	activity	
of	olive	polyphenols	in	oil-in-water	emulsions”	J.	Am.	Oil	Chem.	Soc.	2002,	79,	571−576		
30. A.	Bendini,	L.	Cerretani,	S.	Vecchi,	A.Carrasco-Pancorbo,	e	G.	Lercker	“Protective	Effects	of	
Extra	Virgin	Olive	Oil	Phenolics	on	Oxidative	Stability	in	the	Presence	or	Absence	of	Copper	
Ions”	J.	Agric.	Food	Chem.	2006,	54,	4880−4887	
31. Gary	K.	Beauchamp,	Russell	 S.	 J.	 Keast,	Diane	Morel,	 Jianming	 Lin,	 Jana	Pika,	Qiang	Han,	
Chi-Ho	Lee,	Amos	B.	Smith	&	Paul	A.	S.	Breslin	“Phytochemistry:		 Ibuprofen-like	activity	 in	
extra-virgin	 olive	 oil”	 	 Nature.	 2005;	 437:	 45-46	
	
32. J.	Pitt,	W.Roth,	P.	Lacor,	A.	B.	Smith	III,	M.	Blankenship,	P.	Velasco,	F.	De	Felice,	P.	Breslin,	
W.	L.	Klein	“Alzheimer’s-associated	Aβ	oligomers	show	altered	structure,	immunoreactivity	
and	 synaptotoxicity	 with	 low	 doses	 of	 oleocanthal”	
Toxicology	and	Applied	Pharmacology.	2009;	240:	189-197.		
 80 
33. 	Wenkai	Li,	Jeffrey	B.	Sperry,	Alex	Crowe,	John	Q.	Trojanowski,	Amos	B	Smith	III	e	Virginia	
M.-Y.	Lee.		“Inhibition	of	tau	fibrillization	by	oleocanthal	via	reaction	with	the	amino	groups	
of	tau”	J.	Neurochem.	2009;	110:	1339-1351.		
34. Mohamed	R.	 Akl1,	Nehad	M.	Ayoub2,	Mohamed	M.	Mohyeldin1,	 Belnaser	A.	 Busnena1,	
Ahmed	I.	Foudah1,	Yong-Yu	Liu1,	Khalid	A.	EI	Sayed”	Olive	Phenolics	as	c-Met	Inhibitors:	(-
)-Oleocanthal	 Attenuates	 Cell	 Proliferation,	 Invasiveness,	 and	 Tumor	 Growth	 in	 Breast	
Cancer	Models”	PLoS	ONE.	2014;	9(5):	e97622	
35. Prem	Khanal,	Won-Keun	Oh,	Hyo	Jeong	Yun,	Gwang	Mo	Namgoong,	Sang-Gun	Ahn1,	
Seong-Min	Kwon1,	Hoo-Kyun	Choi 	and	Hong	Seok	Choi	“p-HPEA-EDA,	a	phenolic	
compound	of	virgin	olive	oil,	activates	AMP-activated	protein	kinase	to	inhibit	
carcinogenesis”	Carcinogenesis.	2011;	32:	545-553.	
36. 	Luigi	Margarucci,			Maria	Chiara	Monti,			Chiara	Cassiano,			Matteo	Mozzicafreddo,			Mauro	Angeletti,		
Raffaele	Riccio,	Alessandra	Tosco	e		Agostino	Casapullo	“Chemical	proteomics-driven	discovery	of	
oleocanthal	as	an	Hsp90	inhibitor”	Chem.	Commun.	2013;	49:	5844-5846.		
37. 	Belnaser	A.	Busnena,	Ahmed	I.	Foudah,	Tina	Melancon,	Khalid	A.	El	Sayed	“Olive	
Secoiridoids	and	semisynthetic	bioisostere	analogues	for	the	control	of	metastatic	breast	
cancer”		Bioorg.	Med.	Chem.	2013,	21,	2117-2127	
38. E.	Karkoula,	A.	Skantzari,	E.	Melliou,	e	P.	Magiatis	“	Direct	Measurement	of	Oleocanthal	
and	Oleacein	Levels	in	Quantitative	1H	NMR.	Establishment	of	a	New	Index	for	the	
Characterization	of	Extra	Virgin	Olive	Oils”		J.Agric.	Food	Chem.	2012,	60,	11696−11703		
39. E.	Karkoula,	A.	Skantzari,	E.	Melliou,	e	P.	Magiatis	 	“	Quantitative	Measurement	of	Major	
Secoiridoid	 Derivates	 in	 Olive	 Oil	 Using	 q	 NMR	 .	 Proof	 of	 the	 Artificial	 Formation	 of	
Aldehydic	Oleuropein	and	Ligstroside	Aglycon	Isomers”.		J.Agric.	Food	Chem.	2014,	62,	600	
–	607	
40. A.	 K.	 Kiss,	M.	Mnk,	M.	 F.	Melzig	 “	 Dual	 inhibition	 of	metallopeptidases	 ACE	 and	NEP	 by	
extracts,	 and	 iridords	 from	 Ligustrum	 Vulgare	 L.”	 Journal	 of	 Ethinopharmacology	 120	
(2008)	220-225	
41. Monika	Ewa	Czerwinska,	Anna	Karolina	Kiss,	Marek	Aleksy	Naruszewicz,	Agnieszka	Filipek	
“Oleacein	 for	 treating	or	preventing	diseases	 resulting	 from	atherosclerotic	plaques”	WO	
 81 
2014012871	A1	
42. Maria	 Tasioula-Margari	 	 and	 Eleftheria	 Tsabolatidou	 “Extraction,	 Separation,	 and	
Identification	 of	 Phenolic	 Compounds	 in	 Virgin	 Olive	 Oil	 by	 HPLC-DAD	 and	 HPLC-MS”		
Antioxidants	2015,	4,	548-562 
 
 
